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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Axyz  absorbanca pri valovni dolžini xyz v nm 
AB  Alzheimerjeva bolezen 
AβO  oligomeri amiloida  β 
CJB  Creutzfeldt-Jakobova bolezen 
CŽS  osrednji živčni sistem 
dCJB  družinska Creutzfeldt-Jakobova bolezen 
sCJB  sporadična oblika Creutzfeldt-Jakobove bolezni 
vCJB  varianta Creutzfeldt-Jakobove bolezni 
Fab  podenota imunoglobulina, sestavljena iz dela težke in celotne lahke 
verige, ki veže antigen (angl. fragment antigen binding) 
Fc  podenota imunoglobulina, sestavljena iz konstantnih domen obeh 
težkih verig (angl. fragment crystallizable region) 
FFI  usodna družinska nespečnost 
ELISA  encimsko imunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) 
Gln  aminokislinski ostanek glutamin 
Gly  aminokislinski ostanek glicin 
GPI  glikozil-fosfatidilinozitol 
GSS  Gerstmann-Sträussler-Scheinkerjev sindrom 
HA  heterofilna protitelesa 
HAAA  humana protitelesa proti živalskim antigenom 
His  aminokislinski ostanek histidin   
HuPrP  humani prionski protein 
Ig  imunoglobulin 
IgG  imunoglobulin razreda G 
IP  imunoprecipitacija 
mAb  monoklonsko protitelo 
moIgG  mišji imunoglobulin razreda G 
mRNA  informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic  
acid)  
PBS  fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate buffered saline) 
PMCA  tehnika cikličnega pospeševanja nepravilnega zvijanja proteinov 
(angl. protein misfolding cyclic amplification) 
PrP  prionski protein 
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PrP226*  skrajšana oblika prionskega proteina, ki se konča z aminokislinskim 
ostankom na mestu Tyr226 
PrPC  celična oblika prionskega proteina 
PrPSc  patološka oblika prionskega proteina 
recPrP  rekombinantni prionski protein 
recBoPrP rekombinantni goveji prionski protein 
recHuPrP rekombinantni humani prionski protein 
RF  revmatoidni faktor 
RT-QulC Tehnika spremljanja pretvorbe v realnem času, ki je inducirana s 
stresanjem (angl. real-time quaking-induced conversion)  
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata (angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
TSE  prenosljive spongiformne encefalopatije 
Tyr  aminokislinski ostanek tirozin 
ZTM  Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
V Centru za razvoj in izdelavo diagnostičnih reagentov (CRIDR) na Zavodu RS za 
transfuzijsko medicino (ZTM) so z uporabo hibridomske tehnologije pripravili 
monoklonsko protitelo (mAb) V5B2 proti peptidu P1 iz zaporedja humanega prionskega 
proteina (HuPrP). S tem protitelesom so prvi na svetu opisali na C-koncu skrajšano obliko, 
ki so jo imenovali PrP226* (Čurin Šerbec in sod., 2004; Kosmač in sod., 2011). Razvili so 
občutljiv test ELISA za njegovo določanje. V testu so kot lovilno protitelo uporabili mAb 
V5B2, detekcijo proteina pa so izvajali z mAb E12/2, ki so ga prav tako pripravili na ZTM. 
Za pripravo mAb E12/2 so BALB/c miši imunizirali z rekombinantnim govejim PrP 
(recBoPrP). Z indirektnim testom ELISA so dokazali, da ima mAb E12/2 visoko afiniteto 
za recBoPrP in recHuPrP. Njegovo vezavno mesto je okoli His155 (Černilec in sod., 
2007). Z omenjenim testom ELISA za določanje PrP226* so uspešno določili njegovo 
prisotnost v možganskih homogenatih bolnih in zdravih ljudi. V zadnjih letih se je 
izkazalo, da je PrP226* verjetno tako imenovan “shed” oz. odcepljen protein, ki ima med 
drugim pomembno vlogo  pri razvoju Alzheimerjeve bolezni (AB) (Linsenmeier in sod., 
2017; Kovač in Čurin Šerbec, 2018). 
 
V pričujočem delu želimo uspešnost omenjene metode testirati na vzorcih krvi 
krvodajalcev. V primeru, da bi se metoda izkazala kot učinkovita, bi jo poskušali uvesti kot 
rutinsko metodo testiranja krvi krvodajalcev za določanje prisotnosti PrP226*. 
1.2 NAMEN DELA IN CILJI 
Namen dela je izdelati zanesljiv presejalni test ELISA za določanje prisotnosti PrP226* v 
vzorcih plazme krvodajalcev z uporabo mAb V5B2 kot lovilnega protitelesa ter uporabo 
mAb E12/2 kot detekcijskega protitelesa. Cilji naloge so: 
 
1. izvedba presejalnega testiranja za določitev prisotnosti PrP226* v vzorcih plazme  
krvodajalcev, ki so na voljo na ZTM; 
 
2. določitev občutljivosti testa ELISA z uporabo različnih koncentracij 
rekombinantnega humanega PrP (recHuPrP); 
 
3. v primeru selektivnosti in primerne občutljivosti testa ELISA bomo le-tega 
uporabili za določanje PrP226* v večjem številu vzorcev plazme. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE      
Pred pričetkom eksperimentalnega dela smo postavili naslednji hipotezi: 
 
1. PrP226* je prisoten v človeški krvi. 
 
2. Test ELISA, ki so ga razvili na ZTM, je primeren za določanje PrP226* v vzorcih 
plazme. 
2 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PRIONSKE BOLEZNI 
Prionske bolezni, poznane tudi kot prenosljive spongiformne encefalopatije (TSE), so 
skupina neozdravljivih nevroloških bolezni. Vzrok za pojav bolezni je pretvorba PrPC v 
izoobliko PrPSc (Collins in sod., 2004). Imajo izredno dolgo inkubacijsko dobo, ki lahko 
traja od nekaj mesecev do več let (Kang in sod., 2017). Čeprav izvor in mehanizem 
nastanka bolezni nista točno poznana, prionske bolezni glede na vzrok nastanka razdelimo 
v tri skupine. V prvo skupino spadajo sporadične prionske bolezni, med katere uvrščamo 
sporadično obliko Creutzfeldt-Jakobove bolezni (sCJB). Ta bolezen nastane zaradi 
spontanega pojava PrPSc v gostitelju (Collins in sod., 2004). V drugo skupino spadajo 
genske prionske bolezni, za nastanek katerih je kriva mutacija v zapisu gena PRNP, 
katerega posledica je nepravilno zvijanje mutiranega PrPC v PrPSc. V to skupino bolezni 
spadajo družinska Creutzfeldt-Jakobova bolezen (dCJB), usodna družinska nespečnost 
(FFI) ter Gerstmann-Sträussler-Scheinkerjev sindrom (GSS) (Liberski, 2004, cit. po Kang 
in sod., 2017). Zadnja skupina so pridobljene bolezni, ki nastanejo zaradi vnosa prionov v 
organizem. Mednje uvrščamo iatrogeno Creutzfeldt-Jakobovo bolezen (iCJB), kuru in 
varianto Creutzfeldt-Jakobovo bolezen (vCJB). Do pojava iCJB lahko pride z vnosom 
prionov v telo s presaditvijo organov, tkiv ali krvjo obolelih oseb, kuru se je pojavljal 
zaradi zaužitja delov človeškega telesa pri kanibalističnih ritualih, do pojava vCJB pa pride 
z zaužitjem okuženega mesa goveda, obolelega za govejo spongiformno encefalopatijo 
(Diack in sod., 2014). 
2.2 PRIONSKI PROTEIN 
Celični prionski protein (PrPC) je glikoprotein, ki je naravno prisoten na površini večine 
sesalskih celic.  Najbolj je izražen v osrednjem živčnem sistemu (CŽS). Preko C-konca 
proteina je na membrano celic vezan z glikozil-fosfatidilinozitolnim (GPI) sidrom 
(Prusiner, 1982).  Ugotovili so, da ima PrPC v telesu več bioloških funkcij, med katerimi so 
celična adhezija, medcelična signalizacija, vzdrževanje ionske homeostaze in zaščita 
nevronov (Wulf in sod., 2017).  Sestavljen je iz 253 aminokislinskih ostankov, vsebuje 
signalni peptid (1-22), štiri oktapeptidne ponovitve, hidrofobno regijo (aminokislinski 
ostanki 113-135), eno disulfidno vez med cisteinskima ostankoma ter dve glikozilacijski 
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Slika 1: Shematski prikaz humanega PrP (prirejeno po Acevedo-Morantes in Wille, 2014). 
2.3 GEN ZA PRIONSKI PROTEIN (PRNP) 
Humani gen PRNP je lociran na kratki ročici kromosoma 20. Študije, opravljene na temo 
gena PRNP, so pokazale, da gen vsebuje tri eksone. Odprti bralni okvir se v celoti nahaja v 
eksonu 3 in prepisuje mRNA v velikosti 2.1 – 2.6 kb. Do zdaj v eksonih 1 in 2 še niso našli 
mutacij, ki bi lahko vplivale na razvoj prionske bolezni. Kodoni v zapisu za PRNP od 51 
do 91 kodirajo nonapeptid (PQGGGGWGQ). Temu zaporedju sledijo štiri oktapeptidne 
ponovitve (PHGGGWGQ), ki so precej podobne nonapeptidu. Na tem mestu so zaznali 
več mutacij z vstavitvijo ene do devetih dodatnih oktapeptidnih ponovitev. Te mutacije 
lahko vodijo v razvoj genskih prionskih bolezni (Monari in sod., 1994). Pri več kot 20 
mutacijah na genu PRNP so našli povezavo z dednimi prionskimi boleznimi. Mutacije 
vplivajo na primarno strukturo PrP in lahko vodijo do sprememb v sekundarni in terciarni 
strukturi ter povečajo tveganje za pojav PrPSc in prionskih bolezni (Acevedo-Morantes in 
Wille, 2014). 
2.4 ODCEPLJENE OBLIKE PrP  
Proteolitske cepitve so ireverzibilne posttranslacijske spremembe proteinov, ki imajo 
pomemben vpliv na različne fiziološke in patološke procese.  Študije na temo nastanka 
fragmentov, ki so produkt cepitev, igrajo ključno vlogo pri razumevanju biološke 
kompleksnosti proučevanih proteinov. Linsenmeier in sod. (2017) so v članku združili že 
objavljeno literaturo in opisali štiri glavne cepitve, do katerih prihaja na PrPC. Na sliki 2 je 




Slika 2: Linearna predstavitev PrPC molekule z označenimi cepitvami (prirejeno po Acevedo-Morantes 
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Na sliki 2 je z modro označena α-cepitev PrPC. Ta se dogaja na sredinskem delu PrPC 
molekule med aminokislinskima ostankoma 109 in 112. Kot produkt α-cepitve nastaneta 
približno 11 kDa velik N-končni fragment, imenovan N1, ter 16 kDa velik C-končni 
fragment, imenovan C1, ki ostaja pripet na celično membrano z GPI-sidrom (Chen in sod. 
1995).  Shmerling in sod. (1998) so z izvajanjem poskusov na miših ugotovili, da se je pri 
miših brez izražanja PrPC pojavila kronična demielinizacijska polinevropatija. To so 
kasneje dokazali tudi na miših, ki izražajo PrP mutante, kjer je onemogočen nastanek α-
cepitev. Opazili so tudi, da se pri zdravih miših C1 fragmenti nalagajo ob izhiadičnem 
živcu, vendar je mehanizem vpliva fragmenta C1 pri mielinizaciji še nepojasnjen. 
 
Z rdečo barvo je na sliki 2 označeno mesto β-cepitve PrPC. Ta cepitev se dogaja okoli 
aminokislinskega ostanka 90 in ga povezujemo s pojavom patoloških oblik PrP. Ob 
normalnih pogojih je β-cepitev odsotna. Kot produkt β-cepitve nastajata 9 kDa velik N-
končen del, imenovan N2, ter 18-20 kDa velik C-končen del PrP, imenovan C2, ki ostaja 
pripet na celično membrano z GPI-sidrom. Fragment C2 ima približno enako velikost, kot 
na proteaze odporna regija PrPSc. 
 
Z vijolično barvo je na sliki 2 označeno mesto, na katerem se predvideva, da se odvija γ-
cepitev. Na podlagi molekulskih mas nastalih fragmentov se predvideva, da do cepitve 
pride med aminokislinskima ostankoma 170 in 200. Kot produkt γ-cepitve nastaneta 20 
kDa velik N-končni fragment, imenovan N3, ter z GPI-sidrom na membrano pripet 5 kDa 
velik C-končen fragment, imenovan C3. Lewis in sod. (2016) trdijo, da se γ-cepitve 
dogajajo izključno na neglikoziliranem PrPC, saj prisotnost glikanov sterično ovira mesto 
delovanja še neznane proteaze. 
 
Z oranžno barvo je na sliki 2 prikazano krajšanje, t. i. ''shedding'' PrPC. Pri tej cepitvi se 
sprosti skoraj celotna molekula PrPC, na membrano pa ostane vezanih le nekaj 
aminokislinskih ostankov z GPI-sidrom. Produkt cepitve je tako imenovan “shed” oz. 
skrajšan PrP. Skrajšan PrP so prvi opisali Stahl in sod. 1990, ko so ugotovili, da se 15 % 
PrPSc v možganih hrčka, okuženega s prioni, konča z aminokislinskim ostankom Gly228. 
Enako mesto cepitve (med aminokislinskima ostankoma Gly228 in Arg229)  so pozneje 
opisali McDonald in sod. (2014) z uporabo proteaze ADAM10.  
 
Med normalnim celičnim metabolizmom PrPC cepijo proteaze. Na tak način nastanejo 
proste oblike PrP. S cepitvijo PrPC na C-koncu s proteazo ADAM10 nastaja odcepljena 
oblika PrP (Altmeppen in sod., 2011). Kovač in Čurin Šerbec (2018) glede na podatke v 
literaturi predpostavljata, da ena izmed omenjenih odcepljenih oblik PrP pri človeku 
nastane pri cepitvi med aminokislinskima ostankoma Tyr226 in Gln227 s proteazo ADAM.   
 
PrP brez GPI sidra lahko nastanejo tudi kot posledica mutacij v genu PRNP. Zaradi 
mutacije se lahko kodon za specifično aminokislino spremeni v stop kodon. Na tak način 
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2.4.1 Potencialna vloga PrP pri nevrodegeneraciji  
V preteklosti so že dokazali, da ima prionski protein vlogo pri nastanku Alzheimerjeve 
bolezni (AB). Toksični peptidni oligomeri amiloida-β (AβO) se vežejo na N-končni del 
PrPC, ki je pritrjen z GPI sidrom. Kadar na površini nevronov pride do povečanega 
izražanja PrPC, vezanega na membrano, se posledično poveča tudi število toksičnih AβO, 
ki se vežejo na PrPC. Ta proces vodi do poškodb celice (Benilova in sod., 2012). V 
ekstracelularnem mediju pa odcepljeni PrP lovijo AβO in jih nevtralizirajo. Ta vezava 
nevtralizira učinek toksičnih oligomerov (Ostapchenko in sod. 2013, Beland in sod. 2014). 
Proteaza ADAM 10 lahko cepi tako PrPC kot tudi PrPSc. Ta mehanizem lahko med drugim 
povzroči tudi pojav in razvoj AB ter prionskih bolezni.  
 
Proteaza ADAM 10 cepi PrPC ob celični membrani, tako nastaja skrajšana oblika PrP. 
Primarni produkt cepitve je skrajšana oblika PrP, ki prosto plava po telesnih tekočinah in 
se veže na PrPSc agregate ter preprečuje njihovo pomnoževanje. Problem pa nastane, ko 
PrPSc agregati vežejo PrPC in se ta pretvori v PrPSc, ki ga potem ADAM 10 sprosti iz 
membrane. Na ta način nastanejo infektivne molekule. (Kovač in Čurin Šerbec, 2018). 
Mehanizem je prikazan na sliki 3.  
 
 
Slika 3: Shematski prikaz interakcije PrPC in odcepljene oblike PrP s toksičnimi oligomeri (prirejeno 
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Slika 3 A prikazuje, da po cepitvi PrPC s proteazo ADAM 10 nastane odcepljena oblika 
PrP. N-konec odcepljene oblike PrP veže toksične oligomere peptidov amiloida-β (AβO) 
in molekule PrPSc ter jih nevtralizira. Slika 3 B prikazuje vezavo toksičnih oligomerov na 
N-konec PrPC pred cepitvijo s proteazo ADAM10 na površini nevronov. Tak način vezave 
vodi do poškodbe celice ter sproži toksično signalno pot, ki je označena s strelo. 
2.4.2 PrP226*  
Čurin Šerbec in sod. (2004), Kosmač in sod. (2011) so na ZTM odkrili in opredelili 
odcepljeno obliko PrP, PrP226*. Z uporabo protitelesa V5B2 so identificirali PrP226* v 
patoloških vzorcih ter ugotovili, da je PrP226* izjemen biomarker za diagnozo prionskih 
bolezni. PrP226* so določili naslednje lastnosti: nahaja se v možganih in telesnih 
tekočinah (neobjavljeni rezultati, interna literatura ZTM), je brez GPI-sidra, je skrajšan na 
C-koncu ter ima nevtralizacijsko kot tudi patološko sposobnost. Glede na določene 
lastnosti se predvideva, da PrP226* nastane z odcepitvijo s proteazo ADAM10. 
 
Strukturo PrP226* lahko razdelimo na N-konec (aminokislinski ostanki 90-225) ter C-
konec (aminokislinski ostanki 26-226). C-konec sestavljajo štiri α-vijačnice ter 2 β-
trakova. Kovač in sod., (2017) so izdelali model tridimenzionalne strukture PrP226* (PDB 
ID: 5L6R). Predvidevajo, da skrajšanje proteina na C-koncu za 5 aminokislinskih ostankov 
povzroči prekinitev vijačnice α3 in vodi v tvorbo dveh krajših vijačnic. Tridimenzionalna 
struktura modela PrP226* je prikazana na sliki 4. 
 
Slika 4: 3D struktura PrP226* (PDB ID: 5L6R) (prirejeno po Kovač in sod., 2017). 
Lukan in sod. (2014) so ugotovili, da je koncentracija PrP226* v možganih sorazmerna s 
koncentracijo PrPSc. Ugotovili so tudi, da je porazdelitev PrP226* podobna porazdelitvi 
PrPSc v telesu. PrP226* je fragment PrP, ki se konča z aminokislinskim ostankom Tyr 226. 
Iz celotne PrP molekule ga lahko torej pridobimo s proteolitsko odcepitvijo. PrP226* je 
PrP molekula, ki je rahlo skrajšana na C-koncu in je tako brez GPI-sidra. Predvidevali so, 
da je GPI-sidro ključnega pomena pri pretvorbi PrPC v PrPSc. To domnevo so opustili po 
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izvedbi testa, s katerim so transgene miši, ki izražajo le PrP brez GPI-sidra, uspešno 
okužili s PrPSc.  
 
PrP226* najdemo v telesnih tekočinah, kjer jo lahko uporabimo kot potencialni biomarker. 
Z določitvijo prisotnosti PrP226* v različnih vzorcih telesnih tekočin pacientov, obolelih 
za AB v različnih fazah bolezni, bi v prihodnosti lahko določili vlogo PrP226* pri razvoju 
bolezni in razvili neinvazivno, visoko zmogljivo, poceni, občutljivo in specifično metodo 
za diagnostiko AB. 
 
Kljub velikemu številu izvedenih študij na temo strukture infektivne izooblike PrP (PrPSc) 
je o le-teh znanega le malo. Med pretvorbo iz PrPC v PrPSc se struktura, bogata z α-
vijačnicami, spremeni v strukturo PrPSc, bogato z β-ploskvami (Caughey in sod., 1991). Po 
pretvorbi iz PrPC v PrPSc se poveča tudi odpornost na proteazo K (Prusiner, 1998). 
Največje količine PrPSc  lahko najdemo v CŽS. Z različnimi metodami pa lahko PrPSc 
zaznamo tudi v telesnih tekočinah, kot so slina, urin ter kri (Aguzzi in Callela, 2009). 
Nalaganje PrPSc agregatov skozi daljše časovno obdobje vodi v razvoj prionskih bolezni. 
2.5 V5B2 IN E12/2 KOT PROTITELESI ZA DOLOČANJE PrP226* 
Za pripravo protitelesa V5B2 so BALB/c miši imunizirali s peptidnim fragmentom PrP 
(aminokislinski ostanki med 214 in 226), vezanim na KLH. Z uporabo hibridomske 
tehnologije jim je uspelo pripraviti več monoklonskih protiteles, med katerimi je bilo tudi 
protitelo V5B2. V5B2 se od drugih protiteles razlikuje tako, da prepozna le obliko PrP, ki 
se konča z aminokislinskim ostankom na mestu Tyr226 in se imenuje PrP226* (Čurin 
Šerbec in sod., 2004, Kosmač in sod., 2011). V5B2 omogoča selektivno in občutljivo 
določitev PrP226* v možganih in telesnih tekočinah z metodo ELISA (Lukan in sod., 
2014).  
 
Drugo protitelo, ki ga bomo uporabili v testu za določanje PrP, je mAb E12/2, ki so ga 
prav tako pripravili na ZTM. BALB/c miši so imunizirali z rekombinantnim govejim PrP 
(recBoPrP) ter popolnim Freundovim adjuvansom. Sledila sta še dva poživitvena odmerka 
z  recBoPrP in nepopolnim Freundovim adjuvansom. Z uporabo hibridomske tehnologije 
so pridobili mAb E12/2. Za to protitelo so s posrednim testom ELISA dokazali, da ima 
visoko afiniteto za recBoPrP in recHuPrP. Da bi določili epitop, na katerega se veže 
protitelo, so v zaporedju za človeški PrP histidin na mestu 155 zamenjali s tirozinom. Ob 
zamenjavi aminokislinskega ostanka je signal izginil. Zamenjava aminokislinskega ostanka 
His155 je potrdila, da je to mesto ključnega pomena za vezavo mAb E12/2 na zaporedje 
PrP (Černilec in sod. 2007). 
2.6 DOLOČANJE PRIONSKIH PROTEINOV V VZORCIH TELESNIH TEKOČIN 
PrPSc je danes še vedno najbolj zanesljiv biomarker za diagnosticiranje prionskih bolezni. 
V vzorcu ga je možno zaznati na podlagi lastnosti, ki omogoča odpornost na proteaze. 
Prenos western in test ELISA sta najpogosteje uporabljeni metodi za detekcijo PrPSc, 
odpornih na proteaze. Ker so protitelesa proti PrP ključnega pomena za uporabo pri 
omenjenih metodah, je meja detekcije testa odvisna od afinitete uporabljenih protiteles 
proti PrPSc (Kung in sod., 2017).   
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2.6.1 Tehnika cikličnega pospeševanja nepravilnega zvijanja proteinov (PMCA) 
Metoda PMCA (angl. Protein misfolding cyclic amplification) se uporablja za 
pomnoževanje majhnih količin prionskih proteinov v vzorcu. Koncept pomnoževanja 
prionov pri metodi PMCA je podoben konceptu pomnoževanja DNA pri metodi PCR. 
Pomnoževanje temelji na izvedbi več ciklov. En cikel je sestavljen iz inkubacije PrPSc v 
prisotnosti velike koncentracije PrPC, ki ji sledi sonifikacija. V fazi inkubacije se velikost 
oligomernih PrPSc veča z vgrajevanjem PrPC v agregate, medtem ko s sonifikacijo te 
agregate razbijemo na večje število pomnoževalnih enot (Saborio in sod., 2001). Shema 
enega pomnoževalnega cikla je prikazana na sliki 5. Vsak PMCA cikel sestavljata dve fazi. 
Prva faza je inkubacija vzorca, ki vsebuje majhno količino PrPSc in večjo količino PrPC, da 
se inducira rast PrP polimerov. V drugi fazi se izvede sonifikacija vzorca, da ti polimeri 
razpadejo ter na ta način nastane večje število polimerizacijskih jeder (Morales in sod., 
2012). PrPSc je še vedno edini zanesljiv biomarker za TSE. Največja težava diagnostičnih 
testov za prionske bolezni, ki temeljijo na detekciji PrPSc, je ta, da so prisotni v zelo nizkih 
koncentracijah v predklinični fazi, ko je natančna diagnoza najbolj pomembna.  
 
Z uporabo metode PMCA je mogoče v vzorcu povečati koncentracijo PrPSc. S to metodo 
so uspešno pomnožili prione v vzorcu krvi, urina in likvorja v zgodnji fazi bolezni, ko se 
simptomi pri pacientu še niso pojavili (Saborio in sod., 2001). Saa in sod. (2006) trdijo, da 
je s to metodo mogoče detektirati do ene infektivne molekule priona v vzorcu. PMCA 
metoda zajema več ciklov pomnoževanja prionov v izvenceličnem sistemu. V vzorec, ki ga 
želimo analizirati, dodamo večjo količino PrPC, ki služi kot substrat pri reakciji 
pomnoževanja. Avtomatični sonikator nato na vzorcu izvede poljubno število ciklov 
pomnoževanja. PMCA ni metoda za detekcijo prionov v vzorcu, temveč je le metoda 
pomnoževanja analita v vzorcu pred detekcijo. Prisotnost PrPSc v osnovnem vzorcu po 
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Slika 5: Shema pomnoževalnega cikla PrPSc pri metodi PMCA (prirejeno po Saborio in sod., 2001). 
2.6.2 Tehnika spremljanja pretvorbe v realnem času, ki je inducirana s stresanjem 
(RT-QuIC) 
Metoda RT-QuIC (angl. real-time quaking-induced conversion) se uporablja za detekcijo 
tvorbe amiloidnih fibril v realnem času. Metodo izvajamo na mikrotitrski plošči, na kateri 
reakcijsko zmes inkubiramo ob kontinuiranem stresanju. Kot substrat se uporablja topen 
recPrP, izražen v E. coli. PrPSc ima med inkubacijo vlogo matrice, ki inducira spremembo 
konformacije recPrP substrata v amiloide in njihovo integracijo v amiloidne fibrile. 
Dobljene recPrP agregate nato zaznamo z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč po dodatku 
barvila tioflavin. Metoda omogoča pridobivanje podatkov v realnem času. Stresanje je 
ključen korak, saj omogoča fragmentacijo amiloidnih fibril v reaktivne delce. Ti delci 
vežejo večje količine recPrP iz substrata, kar vodi do eksponentnega povečanja tvorbe 
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Orru in sodelavci (2014) so z metodo RT-QulC izvedli primerjalno testiranje vzorcev 
likvorja ter brisa epitelija olfaktornih celic v nosni votlini. Pozitiven rezultat so dobili pri 
30 od 31 pacientov, obolelih s CJB, ter negative pri vseh 43 pacientih brez CJB. Trdijo 
tudi, da so s to metodo po branju zaznali večji signal pri vzorcih brisa epitelija olfaktornih 
celic kot pa pri vzorcih likvorja. Odvzem brisa epitelija olfaktornih celic je bistveno manj 
invaziven kot odvzem likvorja. 
2.6.3 Pregled objav na temo določanja prionov v vzorcih človeške krvi 
V krvi in plazmi je prionov malo, ozadje je visoko zaradi drugih nesorodnih proteinov in 
PrPC, zato mora biti test zelo specifičen in občutljiv. Vzorci s prioni okužene krvi so redki, 
dostop do njih pa je na voljo le redkim laboratorijem. Da bi obšli problem dostopnosti 
vzorcev, so raziskovalci pripravili lasten model, pri katerem v kri zdravih oseb dodajo 
PrPSc, izoliran iz možganov (Lukan in sod., 2013).  
 
Volkel in sodelavci (2001) so poskušali razviti kvantitativno metodo sendvič testa ELISA, 
s katero bi bilo mogoče rutinsko preverjanje koncentracije PrPSc v plazmi. Testirali so 
vzorce plazme oseb, obolelih s CJB, ter vzorce plazme zdravih ljudi. Ugotovili so, da je 
povprečna koncentracija PrP v vzorcih zdravih ljudi okrog 6.2 ng/mL, pri vzorcih oseb, 
obolelih s CJB, pa 16 ng/mL.  
 
Tattum in sodelavci (2010) so razvili sendvič test ELISA z uporabo protiteles proti PrPSc 
za detekcijo le-tega v človeški krvi, v katero so dodali možganski homogenat pacienta 
obolelega z vCJB. Test je bil izpeljan brez uporabe proteinaze K. Občutljivost testa so 
izboljšali z imunoprecipitacijo (IP), da so dosegli mejo detekcije v pikogramskem (pg) 
območju. 
 
Edgeworth in sodelavci (2011) so PrP precipitirali na kovinske delce, te pa so iz 
supernatanta ločili z magnetom. Kot vzorce so uporabili kri pacientov, obolelih za vCJB, 
vzorec krvi zdrave osebe ter vzorec krvi, v katero so dodali PrPSc, izolirane iz možganov. 
Predpostavili so, da se PrPSc veže na kovinske delce. Metoda se je izkazala za bolj 
učinkovito kot imunoprecipitacija z anti-PrP protitelesi. S to metodo so zaznali tudi 
prisotnost PrP v krvi pacientov, obolelih za vCJB. 
 
Predstavljene metode so relativno kompleksne in zato neprimerne za rutinsko uporabo 
detekcije PrP v krvi. Prioni lahko predstavljajo tveganje za javno zdravje, zato bi bilo 
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2.7 ENCIMSKO-IMUNSKI TEST (ELISA) 
Test ELISA je encimsko-imunski test, ki se uporablja za dokazovanje prisotnosti antigena 
ali protiteles v danem vzorcu. Metoda temelji na specifični interakciji med protitelesom in 
antigenom. Količina protitelesa, ki veže antigen, je sorazmerna s količino antigena, ki je 
prisoten v vzorcu. Izvaja se navadno na mikrotitrski plošči in se uporablja za detekcijo in 
kvantifikacijo snovi, kot so peptidi, proteini, protitelesa in hormoni. Encim, konjugiran z 
drugim protitelesom (konjugat), reagira z brezbarvnim substratom, ki ga dodamo v 
luknjico mikrotitrske plošče. V primeru, ko se z encimom konjugirano protitelo veže na 
antigen, se bo substrat obarval. Z uporabo čitalcev mikorotitrskih plošč na koncu izmerimo 
optično gostoto reakcijske zmesi. Ob uporabi standardnih raztopin in izrisu umeritvene 
krivulje je mogoče določiti tudi koncentracijo iskanega analita. Test ELISA lahko 
izvedemo na več načinov, ki se razlikujejo glede na način določanja analita - antigena. 
Antigen lahko absorbiramo direktno na dno luknjic na mikrotitrski plošči ali pa z lovilnim 
protitelesom, ki ga predhodno vežemo na dno luknjic. Antigen lahko nato detektiramo 
direktno z označenim primarnim protitelesom ali pa indirektno, kjer uporabimo še 
označeno sekundarno protitelo (ThermoFisher Scientific, 2020).  
2.7.1 Različne izvedbe testov ELISA 
Test ELISA lahko izvedemo na več različnih načinov. Ključen korak metode je 
imobilizacija preiskovanega antigena, kar lahko storimo z neposredno adsorpcijo na dno 
mikrotitrske plošče ali pa posredno z uporabo lovilnega protitelesa, ki smo ga predhodno 
vezali na dno mikrotitrske plošče. Antigen lahko nato detektiramo neposredno z označenim 
primarnim protitelesom ali pa posredno z označenim sekundarnim protitelesom. Sheme 
izvedbe različnih načinov ELISA testa so prikazane na sliki 6. 
 
Pri izvedbi metode neposredne detekcije (slika 6 A) uporabimo samo označeno primarno 
protitelo, ki reagira direktno z antigenom, ki je predhodno vezan na dno mikrotitrske 
plošče. Nato encim, vezan na primarno telo, reagira s substratom, da dobimo vidni signal, 
ki ga lahko izmerimo. S tem, da uporabimo samo označeno primarno protitelo, se 
izognemo morebitnim križnim vezavam, ki nastajajo pri testih, kjer uporabimo primarno in 
sekundarno protitelo. Slabost direktne detekcije pa je nespecifičnost imobilizacije antigena 
na dno mikrotitrske plošče. Zaradi tega lahko zaznamo bistveno višji signal ozadja. Ta 
način se ne uporablja pogosto. 
 
Posredna ELISA (slika 6 B) je najpogosteje uporabljena metoda in vključuje uporabo 
označenega sekundarnega protitelesa, ki se specifično veže na primarno protitelo. 
Občutljivost indirektne metode je višja, ker se na primarno protitelo lahko veže več 
označenih sekundarnih protiteles. Metoda indirektnega testa ELISA se najpogosteje 
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Najbolj zanesljiv način izvedbe ELISA je tako imenovana sendvič ELISA (slika 6 C), ker 
analit ujamemo med dve protitelesi (lovilno in detekcijsko protitelo). Vsako izmed 
uporabljenih protiteles mora biti specifično za različno regijo ali epitop na analitu. S takim 
načinom izvedbe zagotovimo visoko specifičnost metode za določanje antigena. Metoda 
sendvič ELISA se najpogosteje uporablja za analizo kompleksnih vzorcev. 
 
Slika 6: Prikaz treh načinov izvedbe ELISA testa glede na način imobilizacije antigena in njegove 
detekcije (povzeto po ThermoFisher Scientific, 2020). 
2.7.2 Možne interference v imunoloških testih 
Interferenco lahko definiramo kot vpliv substance v vzorcu, zaradi katere med potekom 
imunskega testa dobimo napačne rezultate o koncentraciji ali aktivnosti preiskovanega 
analita (Kroll in Elin, 1994).  Interference v testih ELISA navadno povzročajo različne 
nespecifične interakcije komponent, prisotnih v vzorcu s protitelesi, ki so uporabljene za 
detekcijo analita. Med te komponente štejemo heterofilna protitelesa (HA), humana 
protitelesa proti živalskim antigenom (HAAA), revmatoidni faktor (RF) ter druge proteine. 
Interferenca lahko povzroči nižjo ali višjo izmerjeno koncentracijo preiskovanega analita 
glede na dejansko. Vpliv na meritev je odvisen od koncentracije interferenčnih molekul v 
vzorcu. Te molekule imajo lahko velike klinične posledice, ki vodijo do nepotrebnih 
kliničnih raziskav in napačnega zdravljenja (Ismail in Barth, 2001).  V  testih ELISA se 
interferenca pojavi z interakcijo med interferenčno molekulo in enim ali več uporabljenimi 
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Slika 7: Shematski prikaz možne interference v testu sendvič ELISA (prirejeno po Tate in Ward, 
2004). 
Slika 7 A prikazuje sendvič test ELISA brez prisotne interference, slika 7 B prikazuje 
interferenco med interferenčno molekulo in lovilnim protitelesom, tako da je onemogočena 
vezava analita ter detekcijskega protitelesa (lažno negativni rezultat), na sliki 7 C pa je 
opisana interferenca lovilno protitelo – heterofilno protitelo – detekcijsko protitelo. 
Heterofilno protitelo nespecifično veže lovilno in detekcijsko protitelo ter ustvari lažno 
pozitiven signal (navzkrižna reaktivnost). 
 
Navzkrižna reaktivnost je najpogostejši vzrok interference v imunoloških testih. Nastane 
zaradi nespecifičnih vezav med molekulami, prisotnimi v vzorcih, in protitelesi, 
uporabljenimi v testu. Na ta način je onemogočena tudi vezava preiskovanega analita na 
eno izmed uporabljenih protiteles (Kroll in Elin, 1994).   
 
Sturgeon in Viljoen (2011) sta opisala nekaj metod, s katerimi bi lahko zmanjšali vpliv 
interferenčnih dejavnikov na rezultate imunskih testov. Kot prvo rešitev sta navedla 
uporabo komercialno dostopnih reagentov za blokado HA, ki zmanjšujejo interferenco s 
steričnim oviranjem. Kot drugo rešitev za zmanjšanje interference sta navedla, da lahko v 
vzorec dodamo nespecifične IgG živalskega izvora. Trdita, da je interferenca najbolj padla 
ob dodatku mišjih in govejih IgG v vzorce. Princip delovanja je tak, da se na protitelesa 
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3  MATERIAL IN METODE 
Raziskovalno delo je bilo v celoti opravljeno na ZTM, v specialnem laboratoriju za celično 
biotehnologijo. 
 
Izvedbo študije je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko, soglasje št, 
129/12/03. 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Vzorci plazme zdravih krvodajalcev 
Za namen raziskave smo iz laboratorija za testiranje krvodajalcev pridobili vzorce plazme 
krvodajalcev, ki smo jih za lažje delo sami označili z zaporednimi številkami. V raziskavo 
smo vključili 484 vzorcev plazme krvodajalcev. Povprečna starost darovalcev je bila 46 let 
(razpon 19-69). Delež moških je bil 56,3 %, delež žensk pa 43,7 %.  
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 1: Seznam kemikalij, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška št. 
0,1M H2SO4 ZTM / 
C6H8O7x2H2O Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 8187071000 
EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Fischer Scientific 21335 
Glicin Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 50046 
Goveji serumski albumin Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA A2153 
KMnO4 Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 223468 
Na2CO3 Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 451614 
Na2HPO4x2H2O Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 71643 
NaCl Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA S7653 
NaH2PO4x2H2O Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 71500 
NaHCO3 Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA S5761 
Pufer PBS Immuno Conceps Inc. Ca, ZDA SA1012 
TMB-ELISA 1 StepTM Ultra  Thermo Fischer Scientific,  Massachusetts, ZDA 34028 
Tris Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA 252859 
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3.1.3 Laboratorijski material in oprema 
Preglednica 2: Seznam laboratorijskega materiala, ki smo ga uporabili pri raziskovalnem delu 
Laboratorijski material Proizvajalec Kataloška št. 
Afinitetna kolona HiTrap protein G HP GE Healthcare, Illinois, ZDA 17040401 
Centrifugirke 15 mL TPP, Trasadingen, Švica 91015 
Centrifugirke 50 mL Greiner bio-one, Kremsmünster, Avstrija 210261 
Filtrirne enote Amicon® Ultra-4 50000 
NMWL 
Merck Millipore, Massachusetts, ZDA UFC805024 
Filtrirne enote Amicon® Ultra-15 
100000 NMWL 
Merck Millipore, Massachusetts, ZDA UFC910024 
Mikrocentrifugirke 1,5 mL Globe Scientific Inc.,  
New Jersey, ZDA 
111562LK 
Mikrocentrifugirke 2 mL Globe Scientific Inc.,  
New Jersey, ZDA 
111572LK 
Mikroplošče s 96-imi vdolbinami, z 
ravnim dnom, netretirane 
Corning, New York, ZDA 3591 
Pipetni nastavki 0,1-10 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 000.811 
Pipetni nastavki 2-200 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 000.870 
Pipetni nastavki 50-1000 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 000.919 
Pipetni nastavki 500-5000 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 000.978 
Plastične pipete 10 mL Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija 86.1171.9001 
Ročna pipeta 0,1-2,5 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3123000012 
Ročna pipeta 0,5-10 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3123000020 
Ročna pipeta 10-100 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3123000047 
Ročna pipeta 100-1000 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3123000063 
Ročna pipeta 500-5000 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3123000071 
Steklena bučka 100 mL ISO lab, Wertheim, Nemčija 029.01.100 
Steklena bučka 500 mL ISO lab, Wertheim, Nemčija 029.01.500 
Steklena bučka 1000 mL ISO lab, Wertheim, Nemčija 029.01.901 
Steklena bučka 2000 mL ISO lab, Wertheim, Nemčija 029.01.902 
 
Preglednica 3: Seznam laboratorijske opreme, ki smo jo uporabili pri raziskovalnem delu 
Oprema Proizvajalec 
Aparat za segrevanje vzorcev: Thermoshaker TS-100C BioSan, Riga, Latvija 
Aparat za stresanje mikrotitrskih ploščic: MS 3 Digital IKA, Staufen, Nemčija 
Centrifuga: Mini spin plus Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Centrifuga: Jouan CR4i Thermo Fischer Scientific,  
Massachusetts, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč: Epoch2 BioTek, Vermont, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč: Sunrise Tecan, Grödig, Avstrija 
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3.1.4 Protitelesa in rekombinantni proteini 
Preglednica 4: Seznam rekombinantnih proteinov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu 
Rekombinantni protein Proizvajalec 
P1 peptid ZTM 
Rekombinantni človeški prionski protein med aminokislinskimi ostanki 
23 in 231 (HuPrP 23-231) 
ZTM 
Rekombinantni človeški prionski protein med aminokislinskimi ostanki  
(HuPrP 23-226) 
ZTM 




Preglednica 5: Seznam komercialno dostopnih protiteles, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu 
Komercialno dostopna protitelesa Proizvajalec Kataloška št. 
AffiniPure Goat Anti-Human IgG, Fcγ 
fragment specific 
Jackson ImmunoResearch Laboratories, 
Pensilvanija, ZDA 
JIR 109-005-008  
Anti-Human IgG (Fc specific) − 
Peroxidase antibody produced in goat 
Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA A0170 
 
Preglednica 6: Seznam protiteles proti PrP, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu in so bila 

















16G1 HuPrP90-230 wt G1 214-226 
18A8 HuPrP90-230 wt G1 90-120 
A2/2 BoPrP wt G1 137-144 
C1/1 KLH-P1 wt G1 218-226 Vranac in 
sod. (2006) 
E12/2 BoPrP wt G1 H 155 Černilec in 
sod. (2007) 
DC2 HuPrP Prnp 0/0 G2a 35-46  
Didonna in 
sod. (2015) 
DE10 HuPrP Prnp 0/0 G2a 41-56 
EB8 HuPrP Prnp 0/0 G2a 23-34 
EF12 HuPrP Prnp 0/0 G2a 41-56 




Za vsako protitelo je naveden antigen, uporabljen za imunizacijo, in linija laboratorijskih 
miši, ki so jih imunizirali. Naveden je tudi podrazred IgG ter mesto vezave protitelesa na 
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3.2 METODE DELA 
3.2.1 Priprava pufrov 
Pufre smo pripravili po vnaprej določenem postopku. V primerno označene čaše smo 
natehtali spodaj navedene količine soli in vsebino raztopili v sterilno filtrirani vodi (Baxter, 
Illinois, ZDA). Dobljeni raztopini smo z uporabo 5 M NaOH ali 3 M HCL umerili pH na 
željeno vrednost ter jo prenesli v bučko ter do oznake dopolnili s sterilno filtrirano vodo 
(Baxter, Illinois, ZDA). Sestave pufrov za izvajanje testa ELISA so navedene v poglavju 
3.2.1.1, sestave pufrov za čiščenje protiteles pa v poglavju 3.2.1.2. 
3.2.1.1 Pufri za izvajanje testa ELISA 
A) Pufer A:  
Sestava: 2,94 g NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA), 1,61 g Na2CO3 (Sigma-
Aldrich, Missouri, ZDA) in 2 mL NaN3 (ZTM). 
pH: 9,5, končni volumen: 1 L 
 
B) 5x Pufer B: 
Sestava: 212,5 g NaCl (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA), 33,51 g Na2HPO4x2H2O 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) in 9,75 g NaH2PO4x2H2O (Sigma-Aldrich, 
Missouri, ZDA) 
pH: 7,2, končni volumen: 5 L 
 
C) Pufer C (1 % BSA): 
Sestava: 0,6 g BSA (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) in do 60 mL 1-kratni pufer B 
(ZTM) 
 
D) Pufer D: 
Sestava: 10,5 g C6H8O7x2H2O (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) in 8,9 g 
Na2HPO4x2H2O (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
pH: 4,5, končni volumen: 500 mL 
3.2.1.2 Pufri za čiščenje protiteles 
A) Čistilna raztopina za kolono: 
Sestava: 4 g KMnO4 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) in 5 g NaOH (Sigma-
Aldrich, Missouri, ZDA) 
končni volumen: 100 mL 
 
B) Spiralni pufer: 
Sestava: 7,12 g Na2HPO4x2H2O (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) in 58,44 g NaCl 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
pH: 8, končni volumen: 2 L 
 
C) Elucijski pufer: 
Sestava: 7,51 g glicin (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
pH: 2,7, končni volumen: 1 L 
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D) Nevtralizacijski pufer: 
Sestava: 12,2 g Tris (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
pH: 9, končni volumen: 100 mL 
 
E) 1M raztopina NaCl: 
Sestava: 58,44 g NaCl (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
končni volumen: 1 L 
3.2.2 Čiščenje protiteles 
Protitelesa smo iz supernatantov celičnih kultur očistili z afinitetno kromatografijo na 
koloni s proteinom G, vezanim na safarozo. Protitelo V2B2 je mišje monoklonsko protitelo 
razreda IgG in podrazreda 1. Protein G je bakterijski protein, izoliran iz skupine G 
streptokokov. Z vezavo na sefarozo se pogosto uporablja kot kromatografski medij za 
čiščenje protiteles. Specifično veže Fc regije vseh humanih in mišjih protiteles razreda 
IgG. Različne podrazrede mišjih IgG veže z različno jakostjo. 
 
Kolono smo vpeli na stojalo z mufo. Na njeno dno smo položili frito in jo spodaj zamašili. 
Frito smo spirali z 2 mL čistilne raztopine, ki smo jo pustili delovati 30 minut na sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji smo kolono na dnu odmašili in sprali z 10 mL vode za 
izpiranje Baxter. Frita se je obarvala rjavo. V naslednjem koraku smo po kapljicah dodajali 
koncentrirano HCl, da je frita ponovno postala bela. Sledilo je spiranje kolone z vodo za 
izpiranje Baxter. Po končanem spiranju smo v kolono dodali 2 mL safaroze s proteinom G 
in počakali, da se usede na dno kolone. Po principu natege smo sprali gel v koloni s 100 
mL ledeno hladnega spiralnega pufra. Za čiščenje smo imeli na voljo 3,85 mL 
koncentriranega supernatanta protiteles V2B2, gojenih v mediju brez seruma.  Supernatant 
smo pred nanosom na kolono redčili s spiralnim pufrom v razmerju 1:1. Vzorec smo na 
kolono nanesli po principu natege. Ko smo nanesli celoten vzorec, smo kolono zamašili in 
vsebino kolone 30 minut inkubirali na sobni temperaturi.  
 
Po končani inkubaciji smo po principu natege kolono sprali s 100 mL ledeno hladnega 
spiralnega pufra. Naslednji korak je bil elucija. Protitelesa smo eluirali ročno z elucijskim 
pufrom. V kolono smo dodajali po 1 mL elucijskega pufra, lovili pa smo frakcije po 2 mL. 
Vsaki frakciji smo takoj izmerili pH z lakmusovim papirjem. Ko je vrednost pH eluenta 
preskočila iz bazične v kislo, smo raztopino nevtralizirali s postopnim dodajanjem 50µL 
nevtralizacijskega pufra. Prisotnost protiteles v frakcijah smo preverjali z merjenjem 
absorbance pri 280 nm. Iz odčitane absorbance smo nato po enačbi za izračun 
koncentracije protiteles izračunali koncentracijo protiteles v posamezni frakciji. Iz dobljene 
koncentracije smo izračunali tudi maso očiščenih protiteles. Frakcije smo nato združili ter 
dializirali v pufru PBS s filtrirno enoto Amicon® Ultra-0,5 mL 10000 kDa. Po dializi smo 
ponovno izmerili absorbanco pri 280 nm ter izračunali koncentracijo. Čistost izoliranih 
protiteles je preverila dr. Valerija Kovač z metodo SDS-PAGE. 
 
Enačba za izračun koncentracije protiteles:  
 
 (ekstinkcijski koeficient)                                    … (1) 
A(280) - absorbanca pri 280 nm 
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3.2.3 Biotinilacija protiteles 
Biotinilacijo smo izvedli po protokolu, ki je bil priložen k setu reagentov EZ-Link™ Sulfo-
NHS-LC-Biotin (Pierce). Preden smo se lotili samega postopka biotinilacije, smo, po 
spodaj napisanih enačbah, izračunali, koliko reagenta bomo potrebovali. Izračun smo 
izvedli po naslednjih enačbah. 
 
Enačba za izračun množine (mmol) biotina v 20-kratnem molarnem presežku 
   … (2) 
 
Enačba za izračun volumna 10 mM biotina ki ga je potrebno dodati reakciji 
           … (3) 
 
Pred začetkom dela smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 196,2 µL Ultra pure H2O in 
dodali 1,09 mg reagenta EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce). V prvo 15 mL 
centrifugirko smo odpipetirali 2 mL V5B2 s koncentracijo 1 mg/mL, v drugo centrifugirko 
smo odpipetirali 2 mL 16G1 s koncentracijo 1 mg/mL in v tretjo centrifugirko smo 
odpipetirali 4 mL E12/2 s koncentracijo 1 mg/mL. Vse centrifugirke smo predhodno 
primerno označili. V vsako centrifugirko smo dodali izračunano količino EZ-Link™ Sulfo-
NHS-LC-Biotina. Po dodatku reagenta smo centrifugirke ovili z aluminijasto folijo ter 
inkubirali eno uro na sobni temperaturi in konstantnem stresanju pri 250 rpm. Po končani 
inkubaciji smo biotinilirana protitelesa sprali s 3-kratnim volumnom PBS. Za spiranje in 
koncentriranje smo uporabili filtrirne enote Millipore Amicon Centricon Ultracel YM-30. 
Centrifugirali smo 30 minut pri 500 g. Po končanem spiranju smo preko merjenja 
absorbance izračunali koncentracijo dobljenih biotiniliranih protiteles. To smo izračunali 
po enačbi, ki smo jo uporabili za določanje koncentracije očiščenih protiteles. Učinkovitost 
biotinilacije smo preverili s testom ELISA. 
3.2.4 Uporabljen protokol testa sendvič ELISA 
Kadar je delež iskanega antigena v vzorcu relativno majhen, uporabimo par protiteles, 
specifičen za isti antigen. Prvo protitelo imenujemo lovilno protitelo. Lovilno protitelo 
vežemo neposredno na mikrotitrsko ploščo in ga uporabimo za specifično vezavo antigena. 
Drugo protitelo je običajno označeno z encimom in ga uporabljamo za detekcijo antigena, 
vezanega na lovilno protitelo. Lahko uporabimo par identičnih protiteles ali par protiteles, 
ki prepozna različna epitopa na antigenu. Protokol je po korakih prikazan v preglednici 7, 
shematski prikaz pa na sliki 8. 
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Slika 8: Shematski pregled korakov testa ELISA, uporabljenega pri raziskovalnem delu. 
Preglednica 7: Protokol testa ELISA 
Korak Postopek Inkubacija 
1 Vezava lovilnih 
protiteles na dno 
ploščice 
V luknjice odpipetiramo 50 µl raztopine protiteles v 
pufru A v koncentraciji 5 µg/mL 
Preko noči 
2 Prekrivanje nevezanih 
prostih mest  
V vsako luknjico ploščice odpipetiramo 100 µL pufra C 30 minut 
3 Nanos vzorcev V vsako luknjico odpipetiramo 50 µL vzorca. Vse vzorce 
do željene redčitve redčimo v pufru C 
90 minut 
4 Nanos biotiniliranih 
protiteles 
Biotinilirana protitelesa smo redčili v pufru C. Optimalno 
redčitev smo določili za vsako protitelo posebej. 
Volumen nanosa je znašal 50µL 
60 minut 
5 Nanos avidina-HRP Avidin -HRP smo redčili v pufru C do redčitve 1:5000. 
Nanesli smo po 50µL avidina-HRP na luknjico 
30 minut 
6 Nanos Substrata V vsako luknjico smo odpipetirali po 50 µL substrata 
TMB. Barvno reakcijo smo ustavili z dodatkom 50µL 
0,1M H2SO4. Inkubirali smo pri sobni temperaturi 
10 minut 
 
Med koraki od 1 do 6 smo izvajali spiranje tako, da smo mikrotitrsko ploščo trikrat spirali 
s pufrom B na spiralcu mikrotitrskih plošč Tecan. 
3.2.5 Meritev in obdelava podatkov 
Intenzivnost barvne reakcije smo merili pri valovni dolžini 450 nm in referenčnemu filtru 
620 nm. Intenziteto signala smo izračunali kot razliko med signaloma pri omenjenih 
valovnih dolžinah. Pred vsako meritvijo smo mikrotitrske plošče stresali štiri sekunde. 
Merili smo s čitalcem mikrotitrskih plošč Biotek Epoch. Podatke o vzorcih in navodila za 
obdelavo osnovnih meritev smo ročno vnesli v program Gen5, ki analizira rezultate 
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meritev, ki smo jih izvedli s čitalcem mikrotitrskih plošč Biotek Epoch (Slika 9). Program 
je ob upoštevanju vnesenih algoritmov izvedel manipulacijo z osnovnimi podatki, te pa 
smo nato uvozili v program Microsoft Excel, kjer smo jih dokončno obdelali. 
 
 
Slika 9: Zajem zaslona med uporabo programa Gen5 pred branjem mikrotitrske ploščice pri 
presejalnem testiranju vzorcev plazem krvodajalcev. 
Vsak kvadratek na sliki 9 predstavlja po eno luknjico na mikrotitrski plošči. V zgornji 
polovici kvadratka je zapisana zaporedna številka vzorca, spodaj pa je prikazana redčitev. 
V stolpcu 11 so s STD označena mesta nanosa pozitivne kontrole in njihova koncentracija 
v µg/mL. Z BLK je označeno mesto, na katerem smo merili ozadje. Na to mesto smo 
namesto vzorca nanesli le pufer C. Po končanem merjenju absorbance vzorcev smo 
podatke obdelali v programu Gen5 in uvozili v Microsoft Excel za lažje urejanje podatkov.  
3.2.6 Test ELISA za preverbo učinkovitosti biotinilacije protiteles  
Uspešnost biotinilacije protiteles smo preverili s testom ELISA. Za prekrivanje 
mikrotitrske plošče z ravnim dnom smo uporabili protitelesa proti recHuPrP DE10 in 
V5B2. Lastnosti uporabljenih protiteles so opisane v preglednici 6. Koncentracija 
protiteles, ki smo jih uporabili za prekrivanje ploščice, je bila 5 µg/mL. Zaradi različnih 
epitopov, na katere se vežejo protitelesa v različnih kombinacijah, smo kot analit uporabili 
tri različne recHuPrP. To so:  
- recHuPrP90-226 v luknjicah, prekritih s protitelesi V5B2,  
- recHuPrP23-231 v luknjicah, prekritih s protitelesi DE10, ter  
- recHuPrP23-226 v luknjicah s kombinacijo DE10 + V5B2-biotin. 
 
Koncentracija analita (različne oblike recHuPrP) ob nanosu v luknjico je bila vedno enaka 
(0,1 µg/mL).  
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Kot detekcijska protitelesa smo uporabili protitelesa, ki smo jih biotinilirali, za kontrolo pa 
smo uporabili enaka biotinilirana protitelesa iz zaloge ZTM. Da bi ugotovili, katera 
redčitev biotiniliranih mAb je najprimernejša za nadaljnjo uporabo, smo preverili naslednje 
redčitve biotiniliranih protiteles: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:2000, 1:5000, 1:10000 ter 
1:20000. Na osnovi rezultatov smo nato izbrali najustreznejšo redčitev. 
3.2.7 Presejalna testiranja plazem krvodajalcev 
Iz laboratorija za testiranje krvi dajalcev smo dobili po 200 µL plazme, označene s šifro 
krvodajalca. Priprava vzorcev za presejalno testiranje je potekala tako, da smo na 
mikrotitrsko ploščo nanesli neredčen in dvakrat redčen vzorec v pufru C. Za presejalno 
testiranje smo izvajali sendvič test ELISA po protokolu, kot je opisan pri metodah dela, 
pod poglavjem 3.2.4. Na eni testni plošči smo lahko istočasno testirali 44 vzorcev plazem 
krvodajalcev. Za vsako kombinacijo protiteles smo uporabili določeno testno ploščo. 
Kombinacije protiteles so bile: DC2 + E12/2-biotin, DE10 + E12/2-biotin ter V5B2 + 
E12/2-biotin.  
 
S kombinacijama protiteles DC2 + E12/2 - biotin in DE10 + E12/2-biotin smo želeli v 
vzorcu preveriti, ali je prisoten PrPC, s kombinacijo protiteles V5B2 + E12/2-biotin pa 
prisotnost PrP226* v vzorcu. Da smo vzorec plazme opredelili kot pozitiven, je morala 
vrednost absorbance dvakrat redčenega vzorca za trikrat presegati vrednost absorbance 
ozadja. Vse ostale vzorce smo opredelili kot negativne. Izvedli smo 11 presejalnih 
testiranj, s čimer smo preverili plazme 484-ih krvodajalcev. Za vzorce, ki smo jih po 
našem kriteriju opredelili kot pozitivne, smo iz laboratorija za testiranje krvi dajalcev 
pridobili večje količine plazme za nadaljnje testiranje. Prav tako smo po vsakem 
presejalnem testiranju pridobili tudi večjo količino vzorcev z najnižjimi izmerjenimi 
absorbancami. 
3.2.8 Testiranje plazme na prisotnost skrajšanih oblik PrP s testom ELISA 
Pri tem testu smo uporabili enajst vzorcev plazem krvodajalcev, ki smo jih po presejalnem 
testiranju opredelili kot pozitivne ter pet vzorcev plazem krvodajalcev, ki smo jih 
opredelili kot negativne. Vsi vzorci so bili za izvedbo tega testa dvakrat redčeni v pufru C. 
Z uporabo večjega števila različnih kombinacij protiteles proti PrP bolje identificiramo 
epitope v različnih regijah proteina. Na ta način lažje dobimo podatke o tem, ali je v vzorcu 
prisoten le PrPC in/ali skrajšana oblika PrP – PrP226*. V Preglednici 6 so podani podatki o 
lastnostih uporabljenih protiteles. Testirali smo enajst vzorcev plazem z vsega skupaj 33 
različnimi kombinacijami protiteles. Na enak način smo izvedli tudi test petih plazem, ki 
smo jim med presejalnim testiranjem izmerili najnižje absorbance. Test je bil izveden na 
enak način, kot smo izvajali presejalna testiranja, le da smo tukaj uporabili samo dvakratne 
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Preglednica 8: Seznam kombinacij protiteles proti raznim oblikam in epitopom PrP, uporabljenih za 
testiranje izbranih vzorcev, predhodno opredeljenih s presejalnim testiranjem. Prvo navedeno 
protitelo v paru je lovilno, drugo detekcijsko. 
Kombinacija uporabljenih mAb proti PrP 
A2/2 + EB8-biotin V5B2 + 16G1-biotin  C1/1: G9 + 18A8-biotin 
A2/2 + E12/2-biotin V5B2 + 18A8-biotin EF2 + E12/2-biotin 
14H10 + EB8-biotin V5B2 + V5B2-biotin EF2 + 16G1-biotin 
14H10 + E12/2-biotin V5B2 + E12/2-biotin EF2 + V5B2-biotin 
16G1 + EB8-biotin A2/2 + V5B2-biotin DE10 + 14H10-biotin 
16G1 + E12/2-biotin A2/2 + 18A8-biotin DE10 + 16G1-biotin 
18A8 + EB8-biotin A2/2 + EF2-biotin 16G1 + 16G1-biotin 
18A8 + E12/2-biotin C1/1: G9 + EB8-biotin EB8 + E12/2-biotin 
V5B2 + EB8-biotin C1/1: G9 + E12/2-biotin DC2 + V5B2-biotin 
V5B2 + DE10-biotin C1/1: G9 + V5B2-biotin DC2 + E12/2-biotin 
V5B2 + 14H10-biotin C1/1: G9 + 14H10-biotin DE10 + E12/2-biotin 
 
3.2.9 Test ELISA za določitev meje detekcije analita  
Izvedli smo kontrolni ELISA test za določitev meje detekcije analita s kombinacijami 
protiteles proti PrP DE10 + 16G1-biotin, DE10 + E12/2-biotin ter s kombinacijami 
protiteles proti PrP226* V5B2 + E12/2-biotin. Test smo izvedli tako, da smo kot analit 
uporabili serijo redčitev recHuPrP90-226 ter recHuPrP23-231.  Za kombinaciji protiteles 
DE10 + 16G1-biotin, DE10 + E12/2-biotin smo kot analit uporabili recHuPrP23-231. 
Uporabljene redčitve so bile izvedene po redčitveni vrsti s faktorjem 2 od 0,010 µg/mL do 
0,00015625 µg/mL. Enak faktor redčitve smo uporabili pri kombinaciji V5B2 + E12/2-
biotin. Kot analit smo uporabili recHuPrP90-226 v redčitvah od 0,0125 µg/ml do 
0,000195313 µg/ml. Analit smo redčili v pufru C. Koncentracija lovilnih protiteles, s 
katerimi smo prekrivali mikroploščo, je bila 5 µg/mL, detekcijska biotinirana protitelesa pa 
so bila redčena v pufru C v razmerju 1:5000.  
3.2.10 Določitev vpliva matriksa na določitev analita s testom ELISA 
Glede na podatke iz literature je koncentracija PrP v vzorcih plazme nizka, kar nam pri 
izvedbi testa lahko predstavlja težavo in omejitev. Plazma je kompleksen medij in se zato 
izmerjeni signal v njem razlikuje od tistega, ki ga izmerimo v enostavnih puferskih 
raztopinah. Da bi dobili boljši vpogled v obnašanje analita v dejanskem matriksu, smo 
vzorcem plazme dodali znane količine recHuPrP. 
Na ta način smo želeli pridobiti podatke o tem, kako se spreminja absorbanca z večanjem 
koncentracije analita v dejanskem vzorcu. Za namene tega testa smo uporabili sedem 
vzorcev. Dva vzorca smo po presejalnem testiranju opredelili kot negativna, ostalih pet pa 
kot pozitivne. Vse vzorce smo pripravili v štirikratni redčitvi. Pred nanosom lovilnih 
protiteles smo mikrotitrsko ploščo razdelili na tretjine. Prvo tretjino (stolpci 1 do 4) smo 
prekrili s protitelesom V5B2, drugo tretjino (stolpci 5 do 8) s protitelesom V5B2 in tretjo 
tretjino (stolpci 9 do 12) s protitelesom DE10. Vzorce smo na ploščo nanašali tako, da smo 
v vsako vrstico nanesli le en vzorec, kateremu smo po nanosu v luknjice dodali 
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recHuPrP90-226 ali recHuPrP 23-231 v koncentracijah 1 ng/mL, 3 ng/mL ter 9 ng/mL.  V 
vdolbine, ki smo jih predhodno prekrili s protitelesi V5B2 in V5B2-SF, ta smo ročno 
očistili sami, smo dodali recHuPrP90-226; v luknjice, prekrite z DE10, pa recHuPrP23-
231. Za detekcijo smo v stolpcih od 1 do 8 uporabili biotinirana protitelesa E12/2 (E12/2-
biotin), v stolpcih od 9 do 12 pa 16G1 (16G1-biotin ) 
3.2.11 Test ELISA za določanje prisotnosti heterofilnih protiteles 
Po presejalnem testiranju je sledila serija testov ELISA, s katerimi smo želeli preveriti, ali 
so v vzorcih plazme prisotna heterofilna protitelesa (HA). Prisotnost HA bi lahko dajala 
lažno pozitivne rezultate pri presejalnem testiranju. Iz nabora vzorcev smo izbrali štiri. 
Trije od izbranih vzorcev so bili pri presejalnem testiranju opredeljeni kot pozitivni in eden 
kot negativen. V vsako vrstico z določeno kombinacijo protiteles na mikrotitrski ploščici 
smo nanesli po tri redčitve (2-kratna, 4-kratna in 8-kratna) izbranih vzorcev. Redčitve smo 
dosegli  po redčitveni vrsti. Test smo izvajali na dveh mikrotitrskih ploščah. Na prvi 
mikrotitrski plošči smo z uporabo protiteles proti PrP ponovili test, ki smo ga izvajali med 
presejalnim testiranjem, le da smo tukaj uporabili višje redčitve. Na drugi mikrotitrski 
plošči smo uporabili identično shemo nanosa protiteles za prekrivanje plošče ter nanosa 
vzorcev. Razlika je bila v tem, da smo namesto biotiniliranih protiteles in dodatka avidina, 
konjugiranega s HRP, za detekcijo uporabili komercialno dostopna konjugirana protitelesa 
Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, 
ZDA), redčena  v razmerju 1:5000 v pufru C. Test smo izvedli po protokolu, ki je opisan 
pod poglavjem 3.2.4. V vdolbine, kamor smo kot detekcijska protitelesa nanesli 
komercialno dostopna protitelesa, nismo dodajali avidin-HRP. Uporabljene kombinacije 
protiteles so navedene v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Pregled uporabljenih kombinacij protiteles pri testu ELISA za določanje prisotnosti 
HA v vzorcih. 
Lovilno Protitelo Detekcijsko protitelo Namen testa: 
DC2 E12/2-biotin Ponovitev presejalnega testa in 
preverjanje nespecifičnih vezav 
HA in mišjih IgG2a 
DE10  
V5B2 E12/2-biotin Ponovitev presejalnega testa in 
preverjanje nespecifičnih vezav 
HA in mišjih IgG1 
16G1  
DC2 Anti-Human IgG (Fc specific) – 
HRP kozjega izvora, A0170 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
Nesmiselna kombinacija za 
preverjanje prisotnosti 
nespecifičnih vezav HA in 
mišjih IgG2a DE10  
V5B2 Anti-Human IgG (Fc specific) – 
HRP kozjega izvora, A0170 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
Nesmiselna kombinacija za 
preverjanje prisotnosti 
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3.2.12 Poskusna metoda za odstranjevanje vpliva heterofilnih protiteles na rezultate 
testa ELISA ob dodatku mišjih IgG v vzorec 
 
Po potrditvi prisotnosti heterofilnih protiteles (HA) v vzorcih je bilo potrebno razmisliti in 
nato izvesti metodo za odstranjevanje le-teh iz vzorca. Tate in Ward (2004) sta v članku 
''Interferences in immunoassay'' opisala nekaj metod za znižanje vpliva HA v vzorcih 
plazme na dobljene rezultate. Ker nismo imeli na razpolago komercialnih pripravkov za 
odstranjevanje HA, smo se tega lotili z materialom, ki nam je bil na voljo. Vpliva HA proti 
protitelesom mišjega izvora smo se želeli znebiti tako, da smo v vzorce plazme dodali 
mišje IgG in vzorec inkubirali čez noč. Za namen izvedbe testa smo iz nabora vzorcev 
uporabili štiri. Trije vzorci so bili pri presejalnem testiranju opredeljeni kot negativni in en 
kot pozitiven. 24 ur pred izvedbo testa smo si pripravili eno mikrocentrifugirko za vsak 
vzorec. V vsako od mikrocentrifugirk smo odpipetirali 400 µL 2-krat redčenega vzorca 
plazme, ki smo mu dodali mišje IgG s končno koncentracijo 10 µg/mL. 
 
Pred testiranjem smo vzorce plazme z dodanimi mišjimi IgG naprej redčili po redčitveni 
vrsti, da smo dobili 4-, 8-, 16-, 20-, 32-, 40, 80-, 160- in 360-kratno redčitev. Enake 
ponovitve redčitev smo pripravili tudi za kontrolne vzorce, katerim nismo dodali mišjih 
IgG. Dno mikrotitrske plošče smo prekrivali s protitelesi DE10, za detekcijo smo na 
stolpcih od 1 do 6 uporabili biotinirana mAb 16G1-biotin ob dodatku avidin-HRP. V 
stolpcih od 7 do 12 pa smo za detekcijo uporabili konjugirana protitelesa Anti-Human IgG 
(Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA). Test je bil 
izveden po protokolu, ki je opisan pod poglavjem 3.2.4. V vdolbine, v katere smo kot 
detekcijska protitelesa nanesli komercialno dostopna protitelesa, nismo dodajali avidina-
HRP.  
3.2.13 Filtracija plazem krvodajalcev 
Naslednja metoda, s katero smo želeli odstraniti HA iz vzorcev plazem, je bila filtracija. 
Okvirna velikost humanih IgG znaša 150 kDa, zato smo se odločili, da bomo vzorce 
filtrirali preko membrane, ki prepušča delce, manjše od 100 kDa, ter preko membrane, ki 
omogoča prehod delcev, manjših od 50 kDa. V teoriji bi na tak način skozi membrano 
prehajali PrP (molekulska masa - 36 kDa), heterofilna protitelesa (150 kDa) pa ne. Izbrane 
plazme smo pred filtracijo 2-krat redčili v pufru PBS, saj se je izkazalo, da neredčene 
plazme skozi to membrano ni bilo mogoče filtrirati. Za vsak izbran vzorec smo pripravili 
dva filtrata preko Amicon® Ultra-15 100000 , ki ne prepuščajo delcev, večjih od 100 kDa. 
Filtrirne enote smo centrifugirali 20 minut pri 3600 obratih na minuto. Filtrate smo shranili 
v hladilniku na 4 ⁰C. 
3.2.14 Testi filtratov plazem krvodajalcev za določevanje prisotnosti HA 
V filtratih, ki smo jih dobili po izvedbi filtracije vzorcev, smo želeli preveriti prisotnost 
HA v vzorcih ter oceniti, ali je koncentracija le-teh dovolj nizka, da z uporabo kombinacije 
protiteles proti PrP v testu ELISA ne dobivamo več lažno pozitivnih rezultatov. 
 
Vzorce smo filtrirali skozi membrano z uporabo filtrirnih enot Amicon® Ultra-15 100000, 
ki ne prepuščajo delcev, večjih od 100 kDa. Filtracija je potekala po protokolu, ki je 
naveden v poglavju 3.2.13. Za namene tega testa smo uporabili sedem filtratov iz vzorcev, 
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od katerih smo pri presejalnem testiranju dva opredelili kot negativna, ostalih pet pa kot 
pozitivne.  
 
Test je bil zastavljen tako, da smo za prekrivanje mikrotitrske plošče (lovilna protitelesa) 
poleg protiteles proti PrP uporabili tudi komercialno dostopna protitelesa Anti-Human IgG 
(Fcγ specific) kozjega izvora, JIR 109-005-008 (Jackson Immunoresearch Laboratories, 
Pensilvanija, ZDA) ter  moIgG podrazredov IgG1, IgG2a, IgG2b in IgG3. Koncentracije 
vseh uporabljenih protiteles za prekrivanje ploščice so bile 5 µg/mL v pufru A.  
 
Za detekcijo smo uporabili biotinirana protitelesa E12/2-biotin in 16G1-biotin ter konjugat 
Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, 
ZDA).  Za lažjo predstavo so v preglednici 10 navedena protitelesa, ki smo jih uporabili pri 
testu. 
 
Preglednica 10: Pregled uporabljenih kombinacij protiteles pri testu ELISA za določanje prisotnosti 
HA v filtratih. 
Lovilno Protitelo Detekcijsko protitelo Namen testa: 
moIgG1 E12/2-biotin Preverjanje razlik v afiniteti 
nespecifičnih vezav med mAb, 
uporabljeno za detekcijo PrP v 
vzorcu ter različnimi 




V5B2 E12/2-biotin Preverjanje prisotnosti PrP v 
vzorcu 
V5B2 Anti-Human IgG (Fc specific) – 
HRP kozjega izvora, A0170 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
Detekcija, ali so HA prisotna v 
filtratu 
DE10 16G1-biotin Preverjanje prisotnosti PrP v 
vzorcu 
DE10 Anti-Human IgG (Fc specific) – 
HRP kozjega izvora, A0170 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
Detekcija, ali so HA prisotna v 
filtratu 
JIR 109-005-008 (Jackson 
Immunoresearch Laboratories, 
Pensilvanija, ZDA) 
E12/2-biotin Detekcija nespecifičnih vezav 
med HA in mAb, uporabljenih 
za detekcijo PrP v vzorcu 
16G1-biotin 
 
3.2.15 Priprava in analiza filtratov plazme z dodatkom znane koncentracije 
recHuPrP 
Potem ko smo dobili podatke o prehodu heterofilnih protiteles preko membrane filtrirnih 
enot, smo potrebovali še podatke o prehodu PrP preko iste membrane. Za namen tega testa 
smo uporabili dva vzorca, ki smo jima med presejalnim testiranjem izmerili najnižjo 
absorbanco. 
  
Pripravili smo si štiri filtrirne enote Amicon® Ultra-15 100000. V vsako izmed filtrirnih 
enot smo odpipetirali 4 mL 2-krat redčenega vzorca. V štiri filtrirne enote smo odpipetirali 
tudi recHuPrP90-226 ter recHuPrP23-231, da smo dobili končno koncentracijo 30 ng/ml in 
50 ng/ml.  
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Vzorce smo nato filtrirali po protokolu, ki je opisan pod poglavjem 3.2.13. Po končani 
filtraciji smo si za vsak filtrat pripravili tri nove 1,5 mL mikrocentrifugirke ter v vsako 
odpipetirali 200 µL dobljenega filtrata. V dve mikrocentrifugirki s filtratom za vsak vzorec 
smo odpipetirali tudi recHuPrP90-226 ter recHuPrP23-231, da smo dobili končno 
koncentracijo 3 ng/ml in 6 ng/ml. Na sliki 10 je nazorno prikazana shema poteka priprave 
filtratov pred izvedbo testa ELISA. 
 
Slika 10: Shema priprave filtratov z dodatkom recHuPrP pred in po filtraciji. 
Za prekrivanje mikrotitrske plošče (lovilna protitelesa) smo uporabili protitelesa V5B2. 
Koncentracija nanešenih protiteles za prekrivanje luknjic je bila 5 µg/mL. Za detekcijo 
smo uporabili biotinirana protitelesa E12/2 in konjugirana protitelesa Anti-Human IgG (Fc 
specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA), redčena v pufru 
C v razmerju 1:5000. Za lažjo predstavo so v preglednici 11 navedena protitelesa, ki smo 
jih uporabili pri testu. 
 
Preglednica 11: Pregled uporabljenih kombinacij protiteles pri analizi filtratov plazme. 
Lovilno Protitelo Detekcijsko protitelo Namen testa: 
V5B2 E12/2-biotin Prisotnost PrP v filtratih 
V5B2 Anti-Human IgG (Fc specific) – 
HRP kozjega izvora, A0170 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
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4 REZULTATI 
4.1 METODE ZA PRIPRAVO NA RAZISKOVALNO DELO 
Raziskovalno delo smo razdelili na tri dele. Prvi del je zajemal vse potrebne priprave za 
nemoteno delo. Mednje so spadale priprave vseh pufrov ter čiščenje in biotinilacija 
protiteles. Drugi del je zajemal izvedbo vseh presejalnih testiranj ter test izbranih pozitivno 
in negativno opredeljenih plazem iz presejalnega testa na več različnih kombinacij 
protiteles proti PrP. Tretji del raziskave je zajemal vsa testiranja za dokazovanje prisotnosti 
heterofilnih protiteles v vzorcih plazme in metode za poskus odstranjevanja le-teh iz 
vzorcev plazme. Na koncu je sledil poskus združitve metod za dokazovanje prisotnosti 
PrP226* v vzorcih plazme. 
4.1.1 Čiščenje protiteles V5B2 iz supernatanta 
Zaradi velike količine uporabljenega protitelesa V5B2 za izvedbo testov ELISA smo 
potrebovali novo zalogo, tako smo se odločili za čiščenje protiteles iz shranjenih 
supernatantov. Supernatante so nagojili sodelavci v Centru za razvoj in izdelavo 
diagnostičnih reagentov na Zavodu RS za transfuzijsko medicino. Supernatanti so bili do 
čiščenja shranjeni v hladilniku na -20 °C. V preglednici 12 so prikazani združeni rezultati 
ročnega čiščenja. 
 
Preglednica 12: Prikaz rezultatov ročnega čiščenja mAb V5B2 iz supernatanta. 
Št. Frakcije  
(po 2 mL) 
Absorbanca 10-








Dializa v PBS: A (280nm), 
volumen po dializi, koncentracija 
protiteles ter masa protiteles 
1 0,012 / / A (280 nm) (50x red) = 0,930 
2 0,205 1,518 3,036 V (po dializi) = 120 µL 
3 0,178 1,315 2,630 c (po dializi) = 34,5 mg/mL 
Skupna količina očiščenih protiteles: 5,636 mg m (po dializi) = 4,13 mg 
 
Za dializo in koncentriranje protiteles smo izbrali frakciji 2 in 3. Po dializi smo zabeležili 
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4.1.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE) za preverjanje čistosti 
protiteles 
 
Na sliki 11 je prikazana slika gela po končanem SDS-PAGE. Uporabili smo Precision Plus 
Protein™ Dual Xtra Prestained Protein Standard (Bio Rad, Kalifornija, ZDA). V levem 
stolpcu je prikazan nanos standarda, v desnem pa očiščena mAb V5B2. Na levi strani so s 
črno barvo označene molekulske mase v kDa. Na sliki je razvidna lisa pri molekulski masi 
150 kDa, kar je značilno za IgG podrazreda 1, kamor spada mAb V5B2. Analizo je izvedla 
dr. Valerija Kovač. 
 
Slika 11: Slika gela po končanem SDS-PAGE, ki prikazuje uspešnost čiščenja mAb V5B2. 
4.1.3 Analiza učinkovitosti biotinilacije protiteles 
V preglednici 13 so predstavljeni rezultati analize učinkovitosti biotinilacije protiteles v 
primerjavi s biotiniranimi protitelesi iz zaloge. Iz preglednice je razvidno, da je bila 
biotinilacija uspešna, saj so izmerjene absorbance  primerljive.  
 
Po končani biotinilaciji smo vzorce koncentrirali do končnega volumna 500 µL. 
Koncentracije biotiniliranih protiteles po končani dializi so bile: c(16G1-biotin) = 0,9 
mg/mL, c(V5B2-biotin) = 3,15 mg/mL in c(E12/2-biotin) = 1,866 mg/mL. 
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V tabeli so označene redčitve na novo biotiniliranih protiteles. Biotinilirana protitelesa iz 
zaloge smo v preteklosti za namene testa ELISA redčili v razmerju 1:5000. Da smo 
določili redčitev, pri kateri bomo uporabljali na novo biotinilirana protitelesa, smo v tabeli 
poiskali vrednost absorbance, ki je podobna vrednosti absorbance biotiniliranih protiteles 
iz zaloge pri redčitvi 1:5000. Z zelenim polnilom so v tabeli označene po našem mnenju 
najprimernejše redčitve biotiniliranih protiteles. 
 
Preglednica 13: Rezultati analize učinkovitosti biotinilacije protiteles. 
 1 2 3 4 5 6 Redčitev 
A 2,182 2,145 1,826 1,393 1,249 1,508 1:500 
B 1,986 1,974 1,716 1,278 1,062 1,432 1:1000 
C 1,899 1,965 1,727 1,226 1,038 1,456 1:2000 
D 1,757 1,89 1,626 1,165 0,938 1,331 1:3000 
E 1,613 1,729 1,584 1,095 0,754 1,169 1:5000 
F 1,248 1,536 1,527 0,871 0,477 0,772 1:10000 



























4.2 RAZISKOVALNE METODE 
4.2.1 Presejalna testiranja plazem krvodajalcev 
 
Od 484 testiranih vzorcev plazem krvodajalcev smo jih 53 opredelili kot pozitivne, kar 
znaša 10,9 %. Kriterij za opredelitev pozitivnosti vzorca plazme je bil, da izmerjena 
absorbanca vzorca na vsaj eni izmed kombinacij protiteles proti PrP znaša več od 
štirikratne absorbance ozadja.  Po končanih presejalnih testih smo izbrali enajst pozitivno 
opredeljenih vzorcev plazem in pet negativno opredeljenih vzorcev plazem ter jih uporabili 
za testiranje na različne kombinacije protiteles proti različnim epitopom na PrP.  
 
Rezultati  testa ELISA za izbrane pozitivno opredeljene plazme po presejalnem testiranju 
pri izbrani kombinaciji anti-PrP protiteles so prikazani v grafu na sliki 12. Vsaka obarvana 
črta na grafikonu predstavlja en vzorec. Iz grafa je razvidno, da izmerjene absorbance, pri 
katerih smo uporabili protitelesi 16G1 in V5B2, nekoliko izstopajo. Odločili smo se, da 
bomo v nadaljnja testiranja vključevali protitelo 16G1. Iz grafa je razvidno, da smo 
izmerili relativno visoke absorbance pri določenih kombinacijah protiteles.  
 
Rezultati testa ELISA za izbrane negativno opredeljene plazme so prikazani v grafu na 
sliki 13. V primerjavi s testom, kjer smo uporabili pozitivno opredeljene vzorce plazme, 
smo pri tem testu dobili v povprečju štirikrat nižje absorbance. Vrhovi izmerjenih signalov 
so pri obeh testih bili le pri določenih kombinacijah protiteles proti PrP.  
Iz slike 13 je razvidno, da nekatere absorbance, kjer smo za detekcijo uporabili protitelo 
16G1 (16G1–biotin) presegajo vrednost 0,5. 
31 
Pucko R. Določanje humanega prionskega proteina PrP226* v krvi. 





Slika 12: Rezultati testa ELISA izbranih pozitivno opredeljenih vzorcev na različne kombinacije protiteles proti PrP. 
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Slika 13: Rezultati testa ELISA izbranih negativno opredeljenih vzorcev na različne kombinacije protiteles proti PrP. 
33 
Pucko R. Določanje humanega prionskega proteina PrP226* v krvi. 




4.2.2 Test ELISA za določitev spodnje meje detekcije recHuPrP  
 
Za kombinacije protiteles proti PrP, ki smo jih uporabili pri presejalnem testiranju, smo želeli 
določiti spodnjo mejo detekcije analita, ki ga prepoznajo uporabljene kombinacije protiteles 
proti PrP. Kot analit smo pri kombinaciji protiteles V5B2 + E12/2-biotin uporabili 
recHuPrP90-226, pri ostalih dveh kombinacijah pa recHuPrP23-231. 
 
 
Slika 14: Rezultati testa ELISA za določitev spodnje meje detekcije analita. 
Iz grafa na sliki 14 je razvidno, da ob znižanju koncentracije analita iz vrednosti 10 ng/mL na 
5 ng/mL in 2,5 ng/mL absorbanca strmo upade. Mejo detekcije analita v vzorcu pri 
kombinaciji protiteles V5B2 + E12/2-biotin smo tako določili na 2 ng/mL, za kombinaciji 
protiteles DE10 + 16G1-biotin in DE10 + E12/2-biotin pa 5 ng/mL.   
4.2.3 Analiza vzorcev z  dodatkom znane koncentracije recHuPrP 
Z izvedbo testa smo preverjali spremembo izmerjenega signala ob dodatku znanih 
koncentracij recHuPrP v izbrane pozitivno in negativno opredeljene vzorce pri presejalnem 
testiranju. S kombinacijo DE10 + 16G1-biotin smo kot analit detektirali recHuPrP23-231, z 
kombinacijama V5B2-SF + E12/2-biotin in V5B2 + E12/2-biotin pa recHuPrP90-226. 
Preveriti smo želeli, ali obstaja razlika v afiniteti vezave na recHuPrP90-226 med V5B2 iz 
zalog in V5B2, ki smo ga ročno očistili iz supernatanta (V5B2-SF) ter razliko med E12/2-
biotin iz zaloge in E12/2-biotin, ki smo ga pripravili sami. Rezultati testa so grafično 
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Slika 15: Analiza vzorcev z dodatkom znane koncentracije recHuPrP. 
Slika 15  prikazuje izmerjen signal v odvisnosti od dodatka recHuPrP. Signali se med seboj razlikujejo glede na par uporabljenega lovilnega in 
detekcijskega protitelesa. Iz grafa je razvidno sorazmerno višanje izmerjenih absorbanc z višanjem dodane koncentracije recHuPrP v vzorec. 
Potrdili smo tudi, da med kombinacijo protiteles V5B2 + E12/2-biotin iz zaloge (oranžna linija na grafu) ter kombinacijo V5B2-SF, ki smo ga 
ročno očistili  + E12/2-biotin, ki smo ga biotinilirali sami (modra linija na grafu), dejansko ni razlik v afiniteti vezave recHuPrP90-226.
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4.2.4 Testi ELISA za določanje prisotnosti HA v vzorcih plazme krvodajalcev 
 
Namen testa je bil potrditi prisotnost HA v vzorcih plazme krvodajalcev. Testa smo se lotili 
tako, da smo v prvem delu uporabili kombinacijo protiteles za določanje PrP v vzorcu. V 
drugem delu smo kot lovilna protitelesa uporabili protitelesa proti PrP V5B2, DE10, DC2 ter 
16G1, za detekcijo pa komercialno dostopna konjugirana protitelesa Anti-Human IgG (Fc 
specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA), s katerimi smo 














































Pucko R. Določanje humanega prionskega proteina PrP226* v krvi. 




Na sliki 16 so grafično prikazani rezultati ELISA testa za določanje prisotnosti heterofilnih 
protiteles. Na sliki 16 A so prikazani rezultati z različnimi kombinacijami protiteles, s 
katerimi smo v testu, ki je prikazan pod poglavjem 4.1.4, izmerili najvišje absorbance. Za 
primerjavo smo izvedli še en test ELISA z uporabo nesmiselnih kombinacij protiteles. 
Rezultati tega testa so prikazani v grafu 16 B. Lovilna protitelesa so ostala enaka, za 
detekcijo pa smo uporabili komercialno dostopna konjugirana protitelesa Anti-Human IgG 
(Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA). Z uporabo teh 
protiteles smo v vzorcu zaznali visoke absorbance pri vseh redčitvah pozitivno in negativno 
opredeljenih vzorcev, kar potrjuje prisotnost humanih protiteles, ki so se nespecifično vezala 
na mišja lovilna protitelesa proti PrP. Obstaja sicer navzkrižna reaktivnost med protitelesi 
proti PrP in Sigma A1070, njena absorbanca znaša v povprečju 0,4. Vendar tudi če to 
odštejemo, dobimo visok signal, ki potrdi prisotnost humanih protiteles. 
4.2.5 Poskusna metode za odstranjevanje vpliva heterofilnih protiteles na rezultate 
testa ELISA ob dodatku mišjih IgG v vzorec 
Namen testa je bil ugotoviti, ali lahko z dodatkom moIgG in kratko inkubacijo zmanjšamo 
vpliv HA do te mere, da ne bi dobivali lažno pozitivnih rezultatov zaradi vezave HA na 
lovilna protitelesa mišjega izvora. V vzorce smo po redčenju dodali moIgG, tako da je 
končna koncentracija le-teh v vzorcu znašala 10 µg/mL. Preverjali smo tudi, kako se 
spreminjajo izmerjene absorbance, ko smo vzorce redčili do visokih redčitev (do 320-kratne 
redčitve). V prvem delu testa smo preverjali vpliv dodanih moIgG na izmerjene absorbance 
pri kombinacijah protiteles proti PrP, ki smo jih uporabili pri presejalnem testiranju. V 
drugem delu smo z uporabo konjugiranega protitelesa Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP 
kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) detektirali HA, ki se nespecifično 
vežejo na lovilna protitelesa DE10. Pri tem testu smo želeli preveriti, ali z dodatkom moIgG 
v vzorec zaznamo nižje absorbance v primerjavi z netretiranim vzorcem. Želeli smo dobiti 
tudi podatek o tem, kako se pri uporabi te kombinacije niža izmerjena absorbanca z višanjem 
redčitev. 
 
Na sliki 17 so prikazani rezultati testa, pri katerem smo poskušali zmanjšati vpliv HA, 
prisotnih v vzorcih plazme krvodajalcev z dodatkom moIgG, na katera naj bi se HA vezala. 
Na sliki 17 A so prikazani rezultati kombinacije mAb proti PrP DE10 + 16G1-biotin. Pri 
negativnih vzorcih zaradi nizkih absorbanc ni vidne razlike. Pri pozitivnem vzorcu pa lahko 
zasledimo vidno razliko med netretiranim vzorcem ter vzorcem, v katerega smo dodali 
moIgG. Izmerjena absorbanca ob dodatku moIgG v pozitivno opredeljeni vzorec upade za 
21,5 % v primerjavi z netretiranim vzorcem.  Slika 17 B prikazuje rezultate tako 
imenovanega nesmiselnega testa. Kombinacija uporabljenih protiteles je tukaj bila DE10 
(lovilna protitelesa) ter konjugirana protitelesa Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega 
izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) za detekcijo. Tudi pri tem grafu lahko 
zasledimo upad izmerjene absorbance v vzorcih z dodanim moIgG v primerjavi z 
netretiranimi vzorci za 13,25 %. Z višanjem faktorja redčitve vzorcev se razlika izmerjenih 
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Slika 17: Poskusna metoda za odstranjevanje vpliva HA ob dodatku moIgG v vzorce. 
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4.2.6 Analiza filtratov plazem krvodajalcev na različne kombinacije protiteles za 
določevanje prisotnosti HA 
 
V sklopu testa smo uporabili več različnih kombinacij protiteles. Z uporabo različnih 
podrazredov IgG mišjega izvora na mestu lovilnega protitelesa ter uporabo E12/2-biotin za 
detekcijo smo preverjali, ali obstajajo razlike v afiniteti nespecifičnih vezav med različnimi 
podrazredi moIgG in protitelesom E12/2-biotin. S kombinacijo protiteles, kjer smo kot 
lovilno protitelo uporabili DE10 in V5B2, za detekcijo pa A0170 (Sigma-Aldrich, 
Missouri, ZDA), smo detektirali HA, ki se nespecifično vežejo na lovilna protitelesa. 
Obratno zastavljena kombinacija pa je bila, ko smo kot lovilno protitelo uporabili Anti-
Human IgG (Fcγ specific) kozjega izvora, (JIR 109-005-008, Jackson Immunoresearch 
Laboratories, Pensilvanija, ZDA), ki vežejo HA, prisotna v filtratu. Tukaj smo preverjali 
nespecifične vezave med HA in detekcijskimi protitelesi 16G1-biotin ter E12/2-biotin. 
Zadnja uporabljena kombinacija protiteles je bila JIR 109-005-008 (Jackson 
Immunoresearch Laboratories, Pensilvanija, ZDA) + A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, 
ZDA). Tudi s to kombinacijo smo želeli preveriti, ali je razlika med signalom pri nanosu 
negativno oziroma pozitivno opredeljenih vzorcev. 
 
 
Slika 18: Testa ELISA za preverjanje prisotnosti HA v vzorcih po filtraciji. 
Slika 18 prikazuje rezultate testa ELISA, pri katerem smo v vzorcih plazem krvodajalcev 
po filtraciji preverjali prisotnost HA. Razvidno je, da ob uporabi detekcijskega protitelesa 
proti PrP in uporabi podrazredov mišjih protiteles kot lovilnih protiteles, prav tako kot 
protiteles proti PrP (V5B2 in DE10) ne zaznamo več signala. 
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Ob uporabi komercialnega protitelesa Anti-Human IgG (Fcγ specific) kozjega izvora, JIR 
109-005-008 (Jackson Immunoresearch Laboratories, Pensilvanija, ZDA) kot lovilnega 
protitelesa ter biotiniliranih protiteles proti PrP (16G1-biotin in E12/2-biotin) zaznamo 
signal v vrednostih med 0.15 in 0.25. Lovilno protitelo ima močno afiniteto vezave 
humanih protiteles, ki so prisotna v filtratu, med katerimi so HA, ki nespecifično vežejo 
detekcijska protitelesa proti PrP. 
 
Ob uporabi konjugiranega protitelesa Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, 
A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) kot detekcijskega protitelesa je bila absorbanca ne 
glede na uporabljeno lovilno protitelo še vedno relativno visoka.  
 
Iz grafa na sliki 18 je razvidno, da ob uporabi moIgG podrazredov 2b in 3 kot lovilnih 
protiteles ter E12/2-biotin kot detekcijskega protitelesa nismo zaznali signala. Ob uporabi 
moIgG 1 ter 2a kot lovilnih protiteles pa smo zaznali zanemarljivo nizek signal (A450 < 
0,05). Iz tega bi morda lahko zaključili, da imajo HA višjo afiniteto vezave na podrazrede 
moIgG 2b in 3 kot pa na podrazrede moIgG 1 in 2a. 
 
Pri kombinacijah protiteles V5B2 + E12/2-biotin in DE10 + 16G1-biotin je bila izmerjena 
absorbanca nižja od 0,01.  
 
Pri zadnji kombinaciji protiteles JIR 109-005-008 (Jackson Immunoresearch Laboratories, 
Pensilvanija, ZDA) + A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) smo uporabili prenizko 
redčitev filtrata in smo dobili previsok signal, da bi lahko z gotovostjo določili 
koncentracijo HA, ki je še prisotna v filtratu. Po filtraciji so v 2-krat redčeni in filtrirani 
plazmi še vedno prisotna HA, kar smo dokazali s pozitivnimi signali pri uporabljenih 
kombinacijah protiteles.  
4.2.7 Testiranje filtratov plazem, ki smo jim pred in po filtriranju dodali znano 
koncentracijo recHuPrP 
Namen testa je bila ocenitev količine analita, ki ga izgubimo med procesom filtracije 
vzorcev. V dva izmed treh filtratov negativno opredeljenih vzorcev smo ponovno dodali 
znano količino recHuPrP90-226. Z nesmiselno kombinacijo protiteles V5B2 + A0170 
(Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) smo želeli dokazati, da so v filtratu še prisotna HA. 
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Slika 19: Analiza filtratov plazem ob dodatku recHuPrP pred in po filtraciji. 
Na sliki 19 so grafično prikazani rezultati filtriranja vzorcev preko filtrirne enote Amicon® 
Ultra-15 100000. Iz grafa je razvidno, da smo med filtracijo izgubili ves analit 
(recHuPrP90-226). Ko pa smo v vzorce po filtraciji spet dodali recHuPrP90-226, smo 
ponovno zaznali signal. Izmerjena absorbanca sorazmerno narašča s koncentracijo 
recHuPrP90-226, ki smo jo dodali v vzorce po opravljeni filtraciji. S kombinacijo V5B2 + 
A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) smo dokazali, da so v filtratu še prisotna HA. 
Izmerjena absorbanca pri filtratih brez dodanega recHuPrP je nižja od 0,01, kar pomeni, da 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
Večina raziskav, povezanih s PrP, se osredotoča predvsem na iskanje PrPSc in določitev 
njegove infektivnosti. Relativno malo raziskav pa je bilo izvedenih na področju PrPC in 
ostalih izooblik PrP v telesnih tekočinah, zato se v zadnjih letih pojavlja potreba po 
temeljiti analizi vloge topnih oblik PrP v zdravi in oboleli populaciji (Linsenmeier in sod., 
2017).  V naši raziskavi smo se poskušali osredotočati na določanje PrP226*. 
 
Za prvi cilj raziskovalnega dela smo si zastavili, da izvedemo presejalno  testiranje s 
kombinacijami mAb proti PrP V5B2 – E12/2-biotin, DC2 + E12/2-biotin in DE10 + 
E12/2-biotin na večjem številu vzorcev plazme krvodajalcev.  
 
V vzorcih plazme krvodajalcev smo PrP226* poskušali detektirati z uporabo kombinacije 
mAb proti PrP V5B2, ta prepozna le obliko PrP, ki se konča z aminokislinskim ostankom 
Tyr na mestu 226 (Čurin Šerbec in sod. 2004) ter biotiniranega mAb E12/2, ki se veže na 
His155 (Černilec in sod. 2007). Navedena kombinacija se je v preteklosti izkazala kot 
obetavna.  
 
Za namene presejalnega testiranja smo se odločili, da uporabimo tudi kombinaciji 
protiteles DC2 + E12/2-biotin in DE10 + E12-2-biotin. Protitelesi DC2 in DE10 
prepoznata N-končni del PrP (Didonna in sod. 2015). Z uporabo obeh kombinacij smo 
želeli v vzorcu preveriti, ali je prisoten PrPC ter s katero od njiju bi pri odčitavanju plošče 
dobili višji signal. Med potekom presejalnega testiranja se je izkazalo, da so izmerjeni 
signali ob uporabi kombinacij protiteles DC2 + E12/2-biotin ter DE10 + E12/2-biotin 
skoraj skladni. Obe protitelesi sta bili pridobljeni znotraj istega postopka priprave 
monoklonskih protiteles. 
 
Po končani izvedbi presejalnih testiranj smo pridobili večje količine (do 2 mL) izbranih 
vzorcev za nadaljnja testiranja. Izbrali smo vse vzorce, ki so štirikrat presegali absorbanco 
ozadja pri dvakratni redčitvi vzorca ter jih opredelili kot pozitivne po presejalnem 
testiranju. Izbrali smo tudi po tri vzorce z najnižjimi izmerjenimi absorbancami ter jih 
opredelili kot negativne pri presejalnem testiranju, da smo lahko pri nadaljnjih testiranjih 
primerjali izmerjene absorbance med pozitivno in negativno opredeljenimi vzorci. 
 
Iz nabora pridobljenih vzorcev smo izbrali enajst vzorcev plazem krvodajalcev, ki smo jih 
po presejalnem testiranju opredelili kot pozitivne ter pet vzorcev plazem krvodajalcev, ki 
smo jih opredelili kot negativne. To smo storili z namenom, da preverimo, ali obstaja 
boljša kombinacija mAb za določevanje prisotnost PrP226* ter PrPC v plazmi. Po pregledu 
rezultatov testiranj pozitivno (slika 12) in negativno (slika 13) opredeljenih vzorcev na 33 
različnih kombinacij protiteles proti PrP, smo se odločili, da v nadaljnja testiranja 
vključimo tudi mAb 16G1. Za pripravo protitelesa 16G1 so kot antigen za imunizacijo wt 
miši uporabili recHuPrP90-230. Kot je razvidno iz grafov na slikah 12 ter 13 izstopajo 
izmerjeni signali, kjer je bilo uporabljeno protitelo 16G1. 
 
Dobljene absorbance so pri posameznih vzorcih nekajkrat presegale predvidene vrednosti, 
zato smo se odločili, da je potrebno izvesti testiranja s tako imenovanimi nesmiselnimi 
kombinacijami protiteles. S tem smo želeli ugotoviti, ali dobivamo lažno pozitivne 
rezultate. Našo pozornost je pritegnila višina izmerjenega signala pri kombinaciji mAb 
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V5B2 + 16G1-biotin, saj se obe uporabljeni protitelesi vežeta na epitop na C-koncu PrP. 
Menimo, da zaradi steričnega oviranja to ne bi bilo mogoče. 
 
Kot drugi cilj smo si v nalogi zastavili, da preverimo občutljivost testa ELISA za določanje 
PrP226* ter PrPC v vzorcih plazme. Test smo izvedli tako, da smo za izbrane kombinacije 
protiteles (V5B2 + E12/2-biotin, DE10 + 16G1-biotin in DE10 + E12/2-biotin) analit 
redčili po redčitveni vrsti in z meritvijo signala preverili, pri kateri koncentraciji analita bi 
lahko dobljeni signal opredelili kot pozitiven. Kriterij za pozitiven rezultat je bil enak kot 
pri presejalnem testiranju. Iz grafa, ki prikazuje rezultate testa ELISA za določitev meje 
detekcije (slika 13), je razvidno, da ob znižanju koncentracije analita iz vrednosti 10 
ng/mL na 5 ng/mL ter naprej do 2,5 ng/mL absorbanca strmo upade. Mejo detekcije analita 
v vzorcu pri kombinaciji protiteles V5B2 + E12/2-biotin, s katero želimo preverjati 
prisotnost PrP226* v vzorcih, smo tako določili na 2 ng/mL, za kombinacijo protiteles 
proti PrP DE10 + 16G1-biotin in DE10 + E12/2-biotin, s katero smo želeli preveriti 
prisotnost PrPC v vzorcih, pa 5 ng/mL. Schmidt in sod. (2014) so določili, da je povprečna 
koncentracija PrPC v vzorcih krvi testiranih oseb 0,88 ng/mL. Ostalih podatkov glede 
koncentraciji PrP v vzorcih krvi nismo zasledili. Ta vrednost je pod vrednostjo meje 
detekcije pri uporabi naših kombinacij protiteles za določitev PrPC. S tem smo še enkrat 
dobili potrditev, da s testom določanje PrP226* v plazmi dobivamo lažno pozitivne 
rezultate. Predvidevamo, da je bil vzrok za lažno pozitivne rezultate vsebnost HA v 
vzorcih plazme. Mohhamadi in Bozorgi (2018) sta izvajala test, s katerim sta primerjala 
koncentracijo HA v krvi med osebami, ki so v stiku z živalmi (veterinarji ipd.), in osebami, 
ki imajo ta stik omejen. Ugotovila sta, da lahko koncentracija HA v krvi zelo niha med 
različnimi posamezniki. Trdita tudi, da bi vzrok za tak razpon lahko bil odvisen od 
pogostosti stikov z živalmi. Razpon je bil med 0,48 ng/mL in 20,85 ng/mL. Iz tega smo 
predpostavili, da imajo pozitivno opredeljeni vzorci iz presejalnega testiranja prisotno višjo 
koncentracijo HA kot pa negativno opredeljeni vzorci.  
 
Kot tretji cilj smo si zastavili, da bomo v primeru selektivnosti in primerne občutljivosti 
testa ELISA le-tega uporabili za določanje PrP226* v večjem številu vzorcev plazme. Za 
izpolnitev cilja je bilo potrebno preveriti, kako se spreminja izmerjen signal glede na 
dodano koncentracijo recHuPrP v vzorcih. To smo storili tako, da smo v izbrane vzorce 
odpipetirali znane količine recHuPrP. Na ta način smo želeli dobiti boljše podatke o tem, 
kako se spreminja absorbanca z večanjem koncentracije analita v dejanskem vzorcu. Iz 
slike 15 je razvidno, kako se izmerjen signal sorazmerno viša z višanjem končne 
koncentracije recHuPrP v vzorcih. Potrebno je dodati, da se rezultati na sliki 15 ne skladajo 
z rezultati določanja meje detekcije, ki so prikazani na sliki 14. Pri kombinaciji protiteles 
DE10 + 16G1-biotin, ki smo ji pripisali vrednost meje detekcije 5 ng/mL, smo ob dodatku 
recHuPrP v vzorec izmerili bistveno višji signal kot pa pri kombinaciji V5B2 + E12/2-
biotin s pripisano vrednostjo meje detekcije 2 ng/mL. Vzroka za to ne moremo natančno 
pojasniti. Glede na dobljene signale, ki so prikazani na sliki 15, smo dokazali, da je 
afiniteta protiteles, gojenih v brezserumskem mediju (V5B2-SF), primerljiva z afiniteto 
protiteles, gojenih v serumskem mediju (V5B2) za vezavo recHuPrP90-226. 
Da bi lahko v nadaljevanju dokazali prisotnost PrP226* v vzorcih kljub nezanesljivim 
rezultatom, smo se morali najprej lotiti načina, kako bi dokazali prisotnost HA v vzorcih 
plazme in šele nato načina, kako bi to interferenco izničili ali pa vsaj znižali. Kot prvi 
korak dokazovanja prisotnosti HA in vezave le-teh na lovilna protitelesa smo izvedli tako, 
da smo v testu ELISA uporabili kombinacije protiteles, s katerimi ne pričakujemo 
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pozitivne reakcije, razen v primeru vezave interferirajočih molekul, ki se nespecifično 
vežejo na lovilno in detekcijsko protitelo. V ta namen smo izvedli tako imenovano 
nesmiselno testiranje z uporabo komercialno dostopnega konjugiranega protitelesa Anti-
Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA). 
Na ta način smo lahko detektirali, ali so se na lovilna protitelesa proti PrP v testu ELISA 
nespecifično vezala človeška protitelesa, prisotna v vzorcih plazme. Na sliki 16 so 
prikazani rezultati primerjalnega testiranja za dokazovanje prisotnosti HA v vzorcih. Slika 
16 A prikazuje dobljen signal redčenih vzorcev z uporabo raznih kombinacij protiteles 
proti PrP. Omenjene rezultate smo primerjali z rezultati nesmiselnega testa, ki so prikazani 
na sliki 16 B, kjer smo namesto biotiniliranih protiteles kot detekcijska protitelesa 
uporabili komercialno dostopno konjugirano protitelo A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, 
ZDA). Izmerjene absorbance so v povprečju vsaj dvakrat višje. S tem testom smo tako 
potrdili prisotnost HA v vzorcih. Potrebno je dodati, da konjugirana protitelesa Anti-
Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
nimajo popolnoma odstranjene navzkrižne reaktivnosti z mišjimi IgG, med katere spadajo 
naša monoklonska protitelesa proti PrP. Pri obdelavi podatkov smo to vrednost (A450 = 
0.4), ki je posledica omenjene navzkrižne reaktivnosti, odšteli. Kljub temu smo dobili 
signale, ki so še vedno približno dvakrat višji od dobljenih signalov na sliki 16A. Sledila je 
naslednja serija testov, s katerimi smo poskušali izničiti oz. zmanjšati vpliv HA na 
dobljene rezultate.   
 
Tate in Ward (2004) sta opisala nekaj pristopov, s katerimi bi se bilo mogoče znebiti te 
interference. Na voljo nismo imeli komercialnih pripravkov za odstranjevanje HA, zato 
smo se odstranjevanja lotili z dostopnimi reagenti. V test smo vključili en pozitivno in tri 
negativno opredeljene vzorce. Tako smo izvedli test, pri katerem smo primerjali dobljene 
rezultate med vzorci plazme, v katere smo za zmanjšanje vpliva HA dodali moIgG ter jih 
inkubirali. Končna koncentracija mišjih IgG je znašala 10 µg/mL. Na sliki 17 A je 
razviden upad absorbance z višanjem faktorja redčitve vzorcev, same razlike med enakimi 
netretiranimi vzorci in vzorci z dodanimi moIgG pa skoraj ni mogoče opaziti. Vpliv 
dodatka moIgG v vzorce bi morda lahko zasledili na grafu 17 B, kjer smo izvedli test z 
nesmiselno kombinacijo protiteles. Kot lovilno protitelo smo uporabili DE10, kot 
detekcijska pa konjugirana protitelesa Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega 
izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA). Pri vzorcu z oznako poz. 1 in poz. 1 + 
moIgG (10 µg/mL) lahko pri 20-kratni redčitvi zasledimo upad izmerjene absorbance za 
okrog 13 %.  Z višanjem faktorja redčitve vzorcev se razlika med izmerjenimi 
absorbancami manjša. V literaturi smo zasledili, da dodajajo tudi do 10-krat večje 
koncentracije moIgG v vzorec za odstranjevanja vpliva HA. Ta test bi bilo potrebno 
ponoviti z dodatkom nekajkrat višje koncentracije moIgG v vzorec, vendar nam zaradi 
časovne stiske in omejene količine reagentov tega ni uspelo izvesti.  
 
Ker smo imeli na voljo filtrirne enote, smo se odločili, da preverimo, ali bi s to metodo bilo 
možno iz vzorca s filtracijo izločiti HA. Uporabili smo filtrirne enote Amicon® Ultra-15 
100000, za katere proizvajalec trdi, da ob pravilni uporabi iz vzorca izločijo nad 96 % IgG. 
Iz rezultatov testa ELISA z nanosom filtratov (slika 18) je razvidno, da so absorbance pri 
kombinacijah protiteles V5B2 + E12/2-biotin in DE10 + 16G1-biotin padle na 0 pri 
pozitivno in negativno opredeljenih vzorcih. Če dobljene rezultate primerjamo z rezultati 
nefiltriranih vzorcev pri uporabi enakih kombinacij protiteles, ki so prikazani na sliki 12, 
kjer je absorbanca presegala vrednost 1, bi lahko trdili, da so pozitivno opredeljeni vzorci 
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pravzaprav lažno pozitivni. Na ta način smo iz vzorca uspešno odstranili zadostno količino 
HA, da le-te ne vplivajo več na rezultate testa ELISA, kjer uporabljamo kot lovilna in 
detekcijska protitelesa proti PrP. Na podlagi rezultatov, prikazanih na sliki 18, smo 
ugotovili tudi, da pri določeni redčitvi vzorcev z uporabo konjugiranih protiteles Anti-
Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA) 
absorbanca ne pada linearno, kar je potrjeno tudi v literaturi (Sturgeon in Viljoen, 2011). V 
specifikacijah za filtrirne enote Amicon® Ultra-15 100000 je zapisano, da ob filtraciji 
skozi membrano preide najmanj 4 % IgG. To pomeni, da v filtratu ostane večja 
koncentracija IgG, kot smo jo imeli pri 320-kratni redčitvi vzorcev plazme, ki je prikazana 
na sliki 17 B. Zato ni nenavadno, da pri uporabljeni kombinaciji protiteles JIR 109-005-
008 (Jackson Immunoresearch Laboratories, Pensilvanija, ZDA) + A0170 (Sigma-Aldrich, 
Missouri, ZDA)  dobimo relativno visok signal. Sklepamo torej, da bi se s filtracijo 
vzorcev preko membran teoretično dalo znižati interferenco HA v specifičnem testu 
ELISA s kombinacijo protiteles V5B2 + E12/2-biotin. 
 
Potrebno je bilo samo še preveriti, ali izgubljamo analit s procesom filtracije vzorcev. Da 
bi to preverili, smo izvedli test, pri katerem smo uporabili dva negativno opredeljena 
vzorca. Pred filtracijo smo jima dodali znano koncentracijo recHuPrP90-226, ki je znašala 
30 in 50 µg/mL. Po filtraciji smo dobljeni filtrat vsakega izmed vzorcev razdelili na štiri 
enake volumne. V dva izmed štirih delov filtrata smo dodali recHuPrP90-226, da je končna 
koncentracija znašala 3 ng/mL in 6 ng/mL. Iz rezultatov testa filtratov plazem, ki smo jim 
pred in po filtriranju dodali znano koncentracijo recHuPrP in so prikazani na sliki 19, je 
razvidno, da med procesom filtracije izgubimo ves analit, ki smo ga pred filtracijo dodali v 
vzorec. Zato tudi ta metoda ni uporabna.  
 
Pred začetkom raziskovalnega dela smo si zastavili dve hipotezi. Prve zastavljene hipoteze, 
ki trdi, da je PrP226* prisoten v človeški krvi, nismo mogli potrditi, ker nam tekom 
raziskovalnega dela ni uspelo preprečiti vpliva HA na uporabljene imunološke teste in 
posledično preprečiti dobivanja lažno pozitivnih rezultatov.  
 
Z drugo hipotezo smo predpostavili, da bo test ELISA, ki ga bomo razvili, primeren za 
določanje PrP226* v vzorcih plazme.  Kombinacija protiteles V5B2 + E12/2-biotin je 
ustrezna in specifična za določanje PrP226* v vzorcu. Zaradi omejitev, ki jih predstavljata 
matriks in nizka koncentracija analita v vzorcu, pa je še potrebna optimizacija testa ELISA 
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5.2 SKLEPI               
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo naslednje: 
 
 
• Vsi pozitivno opredeljeni vzorci po presejalnem testiranju z vsemi uporabljenimi 
kombinacijami protiteles so lažno pozitivni zaradi nespecifičnih vezav lovilno 
protitelo-HA-detekcijsko protitelo. 
. 
• V izbranih vzorcih smo z uporabo komercialno dostopnega konjugiranega 
protitelesa Anti-Human IgG (Fc specific) – HRP kozjega izvora, A0170 (Sigma-
Aldrich, Missouri, ZDA) potrdili prisotnost HA. 
 
• S filtracijo vzorcev s pomočjo filtrirne enote Amicon® Ultra-15 100000 iz vzorca 
izločimo dovolj velik delež HA, da le-te več ne zaznamo s testom ELISA za 
določevanje prisotnosti PrP226* v vzorcu. 
 
• S filtracijo vzorcev s pomočjo filtrirne enote Amicon® Ultra-15 100000 iz vzorca 
poleg HA odstranimo tudi analit, zato ta metoda v našem primeru ni primerna za 
uporabo. 
 
• Z uporabo recHuPrP90-226 smo potrdili, da je kombinacija mAb V5B2 + E12/2-
biotin specifična za določanje PrP226* v vzorcu. 
 
• Mejo detekcije analita smo za kombinacijo mAb V5B2 + E12/2-biotin določili pri 2 
ng/mL.  
 
• Meja detekcije v testu ELISA za določitev PrP226* v vzorcu je previsoka za 
uspešno uporabo v diagnostiki. Potrebna je optimizacija metode in optimizacija 
priprave vzorcev, da bi z zagotovostjo lahko določili prisotnost analita. 
 
• Postavljene hipoteze, da je v krvi prisoten PrP226* ne moremo ne potrditi in ne 100 
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6 POVZETEK 
Prionske bolezni so skupina neozdravljivih nevroloških bolezni, ki imajo dolgo 
inkubacijsko dobo. Ta lahko traja nekaj mesecev ali tudi več let. Vzrok za pojav bolezni je 
pretvorba PrPC v infektivno izoobliko PrPSc. V zadnjih 30 letih se je veliko raziskovalnih 
skupin odločilo za aktivno iskanje potencialnih biomarkerjev v telesnih tekočinah, s 
katerimi bi bilo mogoče napovedati razvoj degenerativnih nevroloških bolezni.  
 
Namen naše naloge je bil razviti presejalni test ELISA, s katerim bi lahko testirali večje 
število vzorcev plazme na prisotnost PrP226*. Tekom izvajanja raziskovalnega dela smo 
testirali 484 vzorcev plazem krvodajalcev. Darovalci so bili stari med 18 in 60 let. 
Raziskovalno delo smo razdelili na tri dele. Prvi del je zajemal vse potrebne priprave za 
nemoteno delo. Sem so spadale priprave vseh pufrov ter čiščenje in biotinilacija protiteles. 
Drugi del je zajemal izvedbo vseh presejalnih testiranj ter test izbranih pozitivno in 
negativno opredeljenih plazem iz presejalnega testa v več različnih kombinacijah protiteles 
proti PrP. Tretji del raziskave je zajemal vsa testiranja za dokazovanje prisotnosti 
heterofilnih protiteles v vzorcih plazme in metode za poskus odstranjevanja le-teh. Na 
koncu je sledil poskus združitve metod za dokazovanje prisotnosti PrP226* v vzorcih 
plazme. 
 
Glede na dobljene rezultate smo določili mejo detekcije analita v vzorcu s testom ELISA 
na 2 ng/mL pri kombinaciji protiteles V5B2 + E12/2-biotin, za kombinaciji protiteles 
DE10 + 16G1-biotin in DE10 + E12/2-biotin pa na 5 ng/mL. Z dodatkom znane 
koncentracije recHuPrP v vzorce smo potrdili hipotezo, da s kombinacijo protiteles V2B2 
+ E12/2-biotin lahko detektiramo prisotnost PrP226* v vzorcu v primeru, da je  
koncentracija dovolj visoka. Ugotovili smo tudi, da smo med izvedbo presejalnega 
testiranja dobivali lažno pozitivne rezultate. Vzrok za to je prisotnost heterofilnih protiteles 
v vzorcih plazme. Prisotnost HA smo potrdili z uporabo tako imenovane nesmiselne 
kombinacije protiteles, pri kateri ne bi smeli izmeriti signala, razen v primeru, ko gre za 
nespecifično vezavo: lovilno protitelo-HA-detekcijsko protitelo. S filtracijo vzorcev preko 
membrane smo se rešili lažno pozitivnih rezultatov, ki smo jih dobivali zaradi interference 
HA, vendar smo med filtracijo izgubili tudi ves analit, ki je bil prisoten v vzorcu. Tako 
smo zaključili, da metoda filtracije ni uporabna.  
 
Zaključimo lahko, da je možna še precejšnja optimizacija določanja PrP226* z metodo 
ELISA, vendar je potrebno iz vzorcev najprej izločiti heterofilna protitelesa, za katera 
predvidevamo, da so vzrok lažno pozitivnih rezultatov. Za samo določanje PrP226* v krvi 
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